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RESUMEN
de PAULA, 1W Alteraciones bioquímicas en semillas envejecidas de girasol (He/jane/zas
annaus L. cv. Peredovik) relacionadas con la viabilidad, funcionalidad de membranas y
cambios asociados con la capacidad antioxidante
Se ha analizado el efecto del envejecimiento artificial (43 0C, 75 % HR, durante 1 a 11
días) de las semillas de girasol (Helianehus annuus L. cv. Peredovik) de dos clases
comerciales diferenciadas por su tamaño, en relación a las siguientes características
fisiológicas y bioquímicas: a) viabilidad y vigor, b) alteraciones de membrana por medio
de ensayos de liberación de solutos (determinación de A
2~, y fósforo) e iones (medida de
la intensidad de corriente eléctrica), c) peroxidación lipídica por cuantificación de
malondialdehido y d) evaluación de sistemas antioxidantes (SOD, CAT y ciclo del
ascorbato-glutation). Los resultados obtenidos revelan la pérdida progresiva de la viabilidad
que se manifiesta por un aumento del número de plántulas anormales y de semillas
muertas, más evidente a medida que se prolonga el tiempo de envejecimiento. La pérdida
de la viabilidad está acompañada por una alteración de la permeabilidad de las membranas,
que se pone de manifiesto por la salida masiva de compuestos orgánicos e iones. El
análisis de la liberación de iones procedentes de las semillas sin cubiertas permite además
estimar de forma fiable la calidad de las mismas. Por otra parte, el envejecimiento
artificial no altera significativamente la cantidad de malondia]dehido detectada en las
semillas. Sin embargo, la presencia de este compuesto y su posterior disminución durante
la rehidratación, sugieren que el proceso de peroxidación lipídica tiene lugar durante la
manipulación y conservación de las semillas en estado seco. Por último, el análisis de los
sistemas antioxidantes revela que el glutation es el principal antioxidante no enzimático de
la fracción soluble. Este compuesto se localiza fundamentalmente en el eje embrionario,
y ejerce su acción protectora mediante reacciones que disminuyen la reserva de glutation
reducido y, en menor medida, aumentan los niveles de GSSG. La rehidratación de las
semillas reactiva el metabolismo celular y favorece la actuación de los sistemas de
destoxificación, lo que genera un ambiente reductor que facilita la reparación de los daños
acumulados durante el envejecimiento. Sin embargo, el mantenimiento de las condiciones
de envejecimiento durante períodos prolongados (11 días) altera la funcionalidad celular
de manera irreversible, lo que se traduce, una vez concluido el proceso germinativo, en
la aparición de plántulas anormales y semillas muertas.
PALABRAS CLAVE: CAT, ciclo ascorbato-glutation, envejecimiento, estrés oxidativo,
girasol, membranas, peroxidación lipidica, SOD, viabilidad.
xiii
SuMMARY
de PAULA, M. Biochemical alterations in aged sunfiower (He//ant/ms annuus L. cv.
Peredovik) seeds related to viability, membrane integrity and changes associated to
antioxidant capacity.
The effect of accelerated ageing (43 0C, 75 % HR for up 1 to 11 days) was performed in
sunflower (He//ant/tus annaus L. cv. Peredovik) seeds t’rom two commercial classes which
differ in seed size, in relation to the following physiological and biochemical
characteristics: a) viability and vigour, b) membrane permeability by leakage assays (A
2~,
phosphorus, and electrical conductivity), e) lipid peroxidation by measuring
malondialdehyde content, and d) antioxidant systems (SOD, CAT and, ascorbate-
glutathione cycle). The results shows the progressive loss of viability, which is
accompanied by an increase in abnormal seedliñgs and dead seeds, more evident as
progresses ageing. The loss of viability is closely related to membrane disruption, which
allows the leakage of both solutes and electrolytes. Moreover, the quality of seeds is
shown by electrolyte leakage measured in dehulled seeds. However, accelerated ageing
does not change malondialdehyde content, but high levels of this compound are detected,
suggesting that lipid peroxidation might occur during seed handling and storage. Finally,
the study of antioxidant systems reveals that glutathione is the major non-enzymic
antioxidant compound (scavenger) in soluble fraction. It is located maínly in embryonic
axes, and its protective role is mediated by reactions that consumes the GSH pool and
increases the oxidized form (GSSG). Seed imbibition (pregerminative phase) activates
cellular metabolism and allows antioxidant enzymes to act upon toxic agents. These facts
provide a reducing status in which repairing damage becomes possible. However,
prolonged ageing conditions (11 days) result in irreversible damage, and, when the
germinative process concludes, it is expressed by the appearance of abnormal seedlings and
dead seeds.
KEY WORDS: ageing, ascorbate-glutathione cycle, CAT, lipid peroxidation, membrane
leakage, oxidative stress, SOD, sunflower, viability.
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1. INTRODUCCIÓN
Una de las características más llamativas de las semillas es su bajo nivel de
hidratación, que implica la reducción del metabolismo celular hasta niveles mínimos, lo
que les confiere una gran resistencia frente a las variaciones ambientales, permitiendo su
dispersión, almacenamiento o manipulación hasta que la rehidratación en condiciones
adecuadas desencadene los procesos de germinación. Existe otro tipo de semillas
denominadas recalcitrantes, que por el contrario deben presentar, retener y preservar un
alto contenido de humedad para mantener su viabilidad. Estas semillas proceden
generalmente de climas tropicales, donde las condiciones de germinación son en general
suficientemente favorables, por lo que no necesitan la deshidratación como forma de
resistencia. A los efectos del desarrollo de este epígrafe, el término semilla hace
referencia a las que presentan un comportamiento ortodoxo y que, por otra parte proceden
de especies cuyo hábitat corresponde a nuestras latitudes.
1.1. Estado del agua en la semilla
El agua ejerce una profunda influencia en las semillas. Cuando los niveles de
hidratación son muy bajos, el metabolismo disminuye y prácticamente no hay signos de
vida; un pequeño incremento en el contenido de agua permite restaurar la mayoría de las
funciones metabólicas propias de los organismos vivos. Es, por tanto, el nivel de
hidratación el que determina la transformación de la semilla de fisiológicamente inactiva
a fisiológicamente activa.
La hidratación de las semillas se estudia mediante isotermas de absorción (Fig. 1),
que se obtienen por medida de la humedad de equilibrio en función de la humedad relativa
a una temperatura constante, y que presentan una forma sigmoidal característica, que
1
INTRODUCCIÓN
obedece a un modelo trifásico. Según Priestley (1986), la primera fase de hidratación
(Zona 1) se caracteriza por una absorción rápida de agua, que posteriormente se estabiliza
(Zona II), para seguir aumentando en una tercera fase (Zona III). Las isotermas de
absorción representan las propiedades higroscópicas de la totalidad de la semilla y, por
tanto de sus principales componentes. Así, para la misma humedad relativa, las semillas
ricas en almidón alcanzan un mayor contenido de agua que las semilla oleaginosas. Sin
embargo, el valor de humedad relativa donde se producen los dos puntos de inflexión
(paso de la Zona 1 a la Zona II y de la Zona II a la Zona III) es independiente de la
composición de la semilla.
En la Zona 1 el agua está fuertemente ligada a grupos cargados de proteínas
(carboxilos y aminos), a lípidos, a paredes celulares, etc. La Zona II presenta agua unida
por puentes de hidrógeno a grupos polares no ionizados de almidón y proteínas (hidroxilos,
amidas). Por último, en la Zona III el agua se une a residuos no polares, presenta gran
movilidad y empiezan a ponerse de manifiesto las propiedades osmóticas y de capilaridad
(Rupley y col., 1983).
Otros autores (Bruni y Leopold, 1991a; Williams y Leopold, 1989) proponen un
modelo diferente que asume que el agua mantiene sus propiedades como solvente incluso
a niveles mínimos de hidratación, donde estaría formando una solución super-saturada con
propiedades de viscosidad análogas a las del vidrio. Un aumento del contenido de humedad
diluiría el cristal progresivamente hasta adquirir las propiedades del agua libre. El
citoplasma vitrificado durante la desecación evitaría la posterior cristalización de sales y
proteínas citoplásmicas, y favorecería la tolerancia de estos organismos a ladeshidratacion.
Por otra parte, recientemente Sun y Leopold (1994) han sugerido que la pérdida del
estado vítreo durante el envejecimiento de las semillas podría favorecer la aparición de las
reacciones degenerativas que aceleran la pérdida de viabilidad.
2
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Figura 1. Isotermas de absorción de agua de las semillas en función de la
humedad relativa ambiental. 1, II y III representan las zonas con diferente grado
de interacción entre el agua y la semilla.
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La diferencia entre ambos modelos se pondría de manifiesto en los tejidos
completamente hidratados en los cuales. Según el primer modelo, deberían coexistir varios
tipos de agua (ligada, libre), cada uno con sus propiedades específicas, mientras que según
el segundo modelo todo el agua contenida en el sistema presentaría propiedades similares
(Vertucci, 1989).
1 .2. Actividad enzimática y metabólica en la semilla en estada
seco
La configuración estructural de la mayoría de las enzimas es muy sensible a la
deshidratación, sin embargo, el estudio de las enzimas aisladas sugiere que pueden ser
funcionales incluso bajo condiciones de hidratación restringida (Priestley, 1986). Las
enzimas presentes en las semillas secas pueden mantener intacta su capacidad catalítica,
lo cual se ha puesto de manifiesto en numerosos estudios (Attucci y col., 1991; de Paula,
1991; Nakayama y col., 1980; Raymond y col., 1992), en los que las enzimas se extraen
a partir de semillas secas y posteriormente se ensaya su actividad in vitro. Son dos los
factores que limitan la actividad enzimática de los sistemas parcialmente hidratados; por
un lado, la movilidad intramolecular necesaria para la función enzimática está muy
limitada en una matriz no fluida, y por otro lado existe una gran dificultad para el acceso
del sustrato así como para la difusión del producto desde el lugar de reacción (Fig. 2).
Vertucci (1989) observó que la cinética de captación de oxígeno presenta una forma
trifásica, relacionada con la hidratación de la semilla. La captación de oxigeno durante las
fases 1 y 11 se podría atribuir a procesos de peroxidación, que influyen enormemente en
el deterioro de las semillas, o a otras reacciones oxidativas que no resultan de la actividad
mitocondrial o glicolítica, mientras que durante la fase 111 se haría efectiva la respiración
mitocondrial (Puntarulo y col., 1988), ya que sólo en esta fase la captación de oxígeno
se inhibe en presencia de cianuro. La falta de actividad respiratoria a niveles de humedad
inferiores al 8 % (Zona 1) es consistente •con la falta de actividad de la mayoría de las
4
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Zona II Zona III
E’.’’’’
‘‘‘‘‘II”—
III’’’
II... u
E”’’.
‘55’’’’
II.’.’’—
Hidratacion de grupos cargados
Puentes de hidrogeno con grupos polares
Agua libre
Movilidad de compuestos polares
Movilidad de compuestos apolares
Reacciones enzimaticas con sustratos polares
Reacciones enzimaticas con sustratos apolares
Respiracion
Sintesis proteica
Figura 2. Organización metabólica de las semillas en función de la hidratación
(Priestley, 1986>. Las Zonas 1, II, III, corresponden a las áreas definidas en las
isotermas de absorción, señaladas en la Figura 1.
Zona jT
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enzimas en condiciones de deshidratación. La Zona II se ha denominado como región de
metabolismo restringido o “loca]”, ya que es e] nivel de hidratación donde empieza a
aparecer agua libre y tienen lugar ciertas reacciones de complejos enzimáticos asociados
con la matriz citoplasmática (Bruni y Leopold, 1991b) mientras que el metabolismo celular
queda perfectamente establecido en la Zona III (Vertucci y Leopold, 1984).
1.3. Estado de las membranas en la semilla seca
La integridad de las membranas en las semillas es de crucial importancia para e!
mantenimiento de su viabilidad. Cuando están hidratadas, las membranas regulan el flujo
de materiales entre los elementos subcelulares, además son el soporte de numerosas
reacciones enzimáticas y mantienen la compartimentación celular. Cualquier alteración de
las mismas en su estado seco tendrá importantes consecuencias en la célula rehidratada,
de ahí la necesidad de conocer la estructura que presentan las membranas de la semilla
seca y las posibles modificaciones o alteraciones que puedan tener lugar durante la
rehidratación.
En el momento de la hidratación de los organismos en estado seco (semillas, polen,
esporas) se produce la liberación de algunos componentes celulares (electrolitos, glucosa,
enzimas). Algunos autores atribuyen este efecto al daño producido por la rápida y masiva
entrada de agua. Sin embargo, se ha observado que la liberación de solutos al medio
durante el proceso de rehidratación es mucho más acusado en semillas envejecidas, debido
probablemente a una alteración irreversible de las mismas que impide tanto su posterior
reorganización como la reabsorción de solutos que tiene lugar en semillas viables (de
Paula, 1991).
Se han desarrollado numerosas hipótesis que intentan explicar el estado de las
membranas en los sistemas deshidratados. Simon y Raja Harun (1972) propusieron que las
membranas sufren una alteración de su estructura durante el proceso de desecación,
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cambiando de una estructura lamelar, característica de las membranas hidratadas, a una
configuración hexagonal inversa (H1D. Esta configuración presenta grandes poros que
permiten la salida de iones durante los primeros estadios de la rehidratación, hasta que las
membranas se reorganizan de nuevo en forma de bicapas.
Aunque esta hipótesis fue rápidamente aceptada por la comunidad científica,
numerosas investigaciones posteriores descartaron esta posibilidad (McKersie y Stinson,
1980; Powell y Matthews, 1981). Seewaldt y col., (1981) utilizando técnicas de difracción
de rayos X, concluyeron que las membranas de los organismos resistentes a la desecación
mantienen su estructura lamelar en todos los niveles de hidratación, mientras que los
lípidos de membrana procedentes de células animales, obviamente no adaptados a la
desecación, forman una estructura hexagonal inversa al someterlos a condiciones de
deshidratación. Recientemente, Crowe y col. (1989) apuntan la posibilidad de una
transición de membrana desde la fase de gel en la semilla seca a la fase de líquido
cristalino durante la rehidratación, con la consecuente liberación de solutos al medio.
Por otra parte, el estudio de las membranas en las semillas deshidratadas está
limitado a aquellas técnicas que permitan poner de manifiesto la ultraestructura de las
mismas sin que el agua intervenga en el proceso. Los resultados obtenidos por criofractura
(Buttrose y Soeftky, 1973) y por microscopia electrónica con fijación anhidra (Attucci y
col,, 1991; Smith, 1991) muestran los profundos cambios que tienen lugar en las
membranas como consecuencia de la deshidratación, y sugieren que los primeros
acontecimientos que tienen lugar durante la rehidratación implican la restauración de la
funcionalidad de las membranas.
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1.4. Procesos de envejecimiento en las semillas
1.4.1. Concepto de envejecimiento
Según Ellis y Roberts (1981), el envejecimiento de las semillas se podría definir
como un incremento en la probabilidad de la muerte de un individuo por unidad de tiempo,
o un incremento de la edad. El fallo en la germinación puede ser indicativo de los procesos
de envejecimiento, los cuales finalmente conducen a la muerte de la semilla. Sin embargo,
la edad no puede ser considerada sólo como función del tiempo, sino también de los
factores del entorno durante el almacenamiento. Por tanto, el envejecimiento es un proceso
que se pone de manifiesto por un retraso en el tiempo y tasa de germinación, un
incremento en la susceptibilidad frente a la temperatura, humedad, patógenos, alteraciones
en las barreras de permeabilidad de las semillas y finalmente, por una pérdida de la
capacidad germinativa de las mismas (Tabla 1).
TABLA 1. Características de las semillas deterioradas y/o envejecidas
Descenso de la germinación
Disminución de las condiciones subóptimas de germinación y/o crecimiento de plántulas
Retraso en la emergencia de la radícula y del crecimiento de la plántula
Incremento del número de plántulas anormales
Tolerancia disminuida a las condiciones adversas de almacenamiento
Incremento de la producción de calor durante el almacenamiento y mayor sensibilidad a
los tratamientos con radiaciones
Cambios de color de las semillas
Alteraciones bioquímicas
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Envejecimiento y senescencia son dos términos que en ocasiones se utilizan como
sinónimos y sin embargo hacen referencia a procesos completamente distintos que
comparten ciertas rutas catabólicas. El envejecimiento es un proceso degenerativo que
compromete al organismo en su totalidad, mientras que la senescencia es la fase final del
desarrollo de un órgano, por lo tanto es un proceso programado genéticamente y regulado
por una serie de reacciones anabólicas y catabólicas que desembocan en la muerte del
tejido (Kumar y Knowles, 1993). Ambos procesos son el resultado de cambios muy
complejos en el metabolismo celular, que causan la destrucción de las membranas, con la
consiguiente alteración de la permeabilidad, pérdida de la compartimentación,
desorganización y muerte celular. Por otra parte, se considera envejecimiento natural al
proceso consistente en el almacenamiento prolongado de semillas en condiciones
ambientales y suele requerir, según el tipo de semillas, períodos más o menos prolongados
para alcanzar una pérdida total de viabilidad. Cuando las condiciones ambientales son
extremas el proceso suele acelerarse, conociéndose a este fenómeno como envejecimiento
artificial o acelerado, lo que permite distinguir entre edad fisiológica y cronológica.
El estudio del envejecimiento se puede abordar desde dos puntos de vista distintos,
pero igualmente válidos. Un enfoque fisiológico, que se centra en los efectos que el
envejecimiento de las semillas tiene sobre la germinación y el vigor, así como las
condiciones climáticas o ambientaies que Jo favorecen. Un enfoque bioquímico, que analiza
los procesos moleculares que causan el deterioro celular. En el desarrollo de este
apartado intentaremos reunir ambas opciones para dar una visión lo más completa posible
del envejecimiento de las semillas, sus causas y sus consecuencias.
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1 .4.2. Factores que afectan a la viabilidad y vigor de las semillas
durante su almacenamiento
Según Roos (1980), la reducción de la viabilidad de semillas no es sólo función del
tiempo. Este no es un factor crítico para los cambios fisiológicos y bioquímicos que se
producen durante el envejecimiento. Existen otros factores que inciden decisivamente en
este proceso, entre los que cabe señalar los siguientes:
1.4.2.1. Contenido de humedad de la semilla
En general, cuando el nivel de humedad de la semilla es elevado (superior al
30 %), las semillas no durmientes y las semillas sanas suelen germinar. Si el contenido
de humedad se encuentra entre 18-30 % existe una mayor predisposición para el ataque
de microorganismos durante el almacenamiento, peto si dicho contenido desciende a
valores inferiores al 20 % las semillas pueden respirar y si la ventilación no es la adecuada
se puede producir un aumento de la temperatura, que dañaría la semilla de forma drástica
y provocaría su muerte. Cuando las semillas presentan un nivel hídrico del 4-5 % se hacen
resistentes al ataque de microorganismos, aunque en estos niveles de humedad pueden
tener lugar otro tipo de procesos como la peroxidación lipidica, cuyos efectos sobre la
viabilidad son muy negativos.
Vertucci y Roos (1990) han desarrollado una serie de ecuaciones que permiten
calcular el contenido de humedad óptimo para el almacenamiento de cada tipo de semillas.
En este sentido es muy importante la humedad relativa del ambiente, ya que afecta al
contenido de humedad de la semilla. Sin embargo, el contenido de humedad de algunas
semillas como las oleaginosas difiere de la humedad presente en semillas ricas en
carbohidratos para la misma humedad relativa del ambiente.
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1.4.2.2. Temperatura y humedad de almacenamiento
En general, el almacenamiento de semillas entre 0-5 “C es bastante adecuado, pues
reduce o previene los efectos drásticos del envejecimiento y deterioro durante el proceso
de germinación. Los resultados obtenidos por Grilli y col. (1982) demuestran la actividad
protectora de las bajas temperaturas frente a los procesos degradativos durante el
almacenamiento de semillas de trigo duro, así como la existencia de una correlación entre
la estabilidad estructural y funcional del RNA y la germinación y crecimiento de las
plántulas. Temperaturas comprendidas entre -15 a -20 0C son adecuadas para el
mantenimiento y prolongación de la longevidad de las semillas durante su almacenamiento,
como han puesto de manifiesto distintos autores (Ackigoz y Knowles, 1983; Rivicker,
1981). En algunos casos se ha hecho uso del nitrógeno líquido para proporcionar
temperaturas inferiores a -196 oc como medio de almacenamiento de semillas, si bien su
eficacia está condicionada por el contenido de humedad de las semillas (Roberts, 1983;
Zewdie y Ellis, 1991).
Priestley y col. (1985a) han observado que a temperaturas elevadas y alta humedad
relativa se produce una tendencia al aumento de radicales libres cuando las semillas son
tratadas en estas condiciones e inmediatamente desecadas. Esto sugiere que los radicales
libres pueden jugar un importante papel en el deterioro de semillas y que la actividad de
los compuestos capaces de contrarrestar a los radicales libres es dependiente del nivel de
humedad de las semillas. Durante el almacenamiento, y dependiendo del nivel de
hidratación, el cual está limitado por las condiciones de temperatura y humedad relativa,
pueden producirse reacciones de autooxidación, deterioro por hongos y respiración
mitocondrial (Harrington, 1972; Priestley y col., 1985b; Vertucci y Leopold, 1987), que
además son responsables, en gran medida, del envejecimiento de las semillas.
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1.4.2.3. Fluctuaciones en las condiciones de almacenamiento
Como se ha comentado anteriormente, las condiciones de almacenamiento ejercen
una gran influencia en la viabilidad y vigor de las semillas. Si las condiciones de
almacenamiento fluctúan, alternándose humedades relativas bajas con altas, el deterioro
de las semillas es superior. En estas condiciones las semillas pierden más rápidamente su
viabilidad en comparación con las semillas almacenadas a humedades relativas altas. La
gravedad de estos efectos es menor si el factor que fluctúa es única y exclusivamente la
temperatura, aunque puede ser perjudicial para algunas especies de semillas.
1 .4.2.4. Composición gaseosa del medio
La composición y las características de la materia gaseosa que rodea a las semillas
durante el almacenamiento tiene una menor importancia comparada con los factores
descritos anteriormente, sobre todo en aquellas semillas sometidas a envasado o contenidas
en recipientes cerrados cuyos espacios muertos han sido ocupados con determinadas
mezclas de gases. Roberts y Abdalla (1968) confirman en semillas de cebada, guisante y
judía la pérdida de viabilidad, al incrementarse la presión gradual de oxígeno,
especialmente cuando el contenido de humedad de la semilla aumenta. Este efecto nocivo
del oxígeno se podría explicar por las reacciones de peroxidación y por la formación de
radicales libres. Si se acepta esta idea, la sustitución del aire por gases inertes (nitrógeno,
argón o helio> reduciría tales alteraciones, lo que contribuiría a mantener la viabilidad y
longevidad de las semillas. En este sentido, Corvillón (1977) observó en semillas de pino
una mayor protección frente al envejecimiento, medido por la capacidad germinativa,
cuando éstas se almacenaban en presencia de nitrógeno, en comparación con las semillas
almacenadas en presencia de oxígeno. Bewley y Black (1982) también han indicado que
el control de la composición gaseosa del ambiente (bajo contenido de oxigeno) sólo
presentaría ventajas cuando la temperatura o el contenido de humedad fueran elevados.
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Cuando las semillas son almacenadas a altos niveles de humedad, el dióxido de
carbono puede jugar algún papel como represor metabólico, pero si el contenido de
humedad es bajo, puede actuar como antioxidante (Sankara-Rao y Achaya, 1969). También
se mantiene la viabilidad y se prolonga la longevidad de semillas de trigo duro cuando son
almacenadas en presencia de éste, en equilibrio a 11 % de humedad relativa (Bennici y
col., 1984). Sin embargo, en otros estudios no se ha observado un efecto claramente
beneficioso (Bass y Stanwood, 1978). Estas diferencias podrían ser explicadas en el sentido
de la distinta humedad de almacenamiento a que están sometidas las muestras conservadas
en atmósfera de dióxido de carbono, en comparación con las almacenadas a temperatura
ambiente con una composición no enriquecida en este compuesto.
1.4.2.5. Patógenos
El estado sanitario de las semillas es otro factor que conduce al envejecimiento y
que acarrea importantes pérdidas económicas. La contaminación de las semillas por
patógenos es particularmente interesante en especies destinadas a procesos industriales y
a la producción de piensos. Si bien este aspecto del deterioro de las semillas ha sido
estudiado por fitopatólogos, las causas anteriores nos obligan, aunque brevemente, a
considerar también este factor.
Los microorganismos capaces de contribuir al deterioro de las semillas son ubicuos
y pueden atacadas durante su maduración, recolección y almacenamiento, e incluso
después de la siembra. En la mayoría de los casos son los hongos los microorganismos
responsables del deterioro de las semillas, los cuales pueden actuar mediante dos
mecanismos: 1) producción de enzimas exocelulares como celulasas, pectinasas, amilasas,
lipasas, proteasas y nucleasas, y 2) producción de toxinas como las aflatoxinas originadas
por el hongo Aspergillus que reduce el crecimiento de las plántulas y origina alteraciones
metabólicas así como la desorganización del retículo endoplásmico. Dentro de este grupo
se distinguen dos tipos diferentes: hongos de campo y hongos de almacenamiento. Los
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primeros invaden a las semillas durante su desarrollo y maduración en la planta, causando
la decoloración de ésta, la muerte de óvulos y embriones y la producción de sustancias
tóxicas para el hombre y animales. Generalmente afectan a los granos de cereales (trigo,
cebada, avena) y pertenecen a los géneros A/ternaria, Fusarjuin, Clamidosporium y
Helminthosporium, mientras que los hongos de almacenamiento están representados por
diversas especies pertenecientes a los géneros Aspergillus y Penicillunz y tienen mayor
relevancia durante la conservación de semillas. Estos hongos para su crecimiento necesitan
una humedad de equilibrio adecuada, que viene determinada por el contenido de humedad
de la semilla y por la humedad relativa del ambiente, aunque la facilidad de penetración,
temperatura, composición química y tiempo también son factores que afectan a su
virulencia. Igualmente, originan la decoloración de las semillas, aumentando la producción
de calor y la producción de micotoxinas (aflatoxinas) (Bewley y Black, 1982; Halloin,
1986).
De los diversos factores expuestos anteriormente se deduce que la viabilidad
aumenta cuando las semillas se almacenan a temperaturas y contenidos de humedad bajos.
Conseguir bajas temperaturas no constituye un problema si se dispone de un buen equipo
de refrigeración. Sin embargo, mantener un bajo contenido de humedad en las semillas,
después de que han sido desecadas y preparadas para el almacenamiento, depende de las
condiciones de los lugares de depósito y de las propiedades de los recipientes o
contenedores empleados para su conservación (Torres y Martínez-Honduvilla, 1987).
1 .4.3. Alteraciones fisiológicas y bioquímicas asociadas al
envejecimiento de las semillas
La naturaleza de los procesos de envejecimiento en los organismos deshidratados
difiere significativamente de las formas de deterioro encontradas en los organismos
fisiológicamente activos. Una semilla, cuyo nivel de hidratación corresponde a las Zonas
1 o II (Fig. 1), carece de un metabolismo lo suficientemente activo como para realizar
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funciones de autorreparación (Priestley, 1986). La viabilidad y el vigor de las semillas
dependen de la integridad de las macromoléculas y de la ordenada compartimentación de
la célula, pero en una semilla almacenada en estado seco, la degradación de estos
elementos funcionales y estructurales progresará irreversiblemente como resultado de
ciertas reacciones químicas y otras formas de desnaturalización. Los mecanismos de
defensa celulares (véase apartado 1 .5) pueden detener de alguna manera este proceso, pero
en ausencia de imbibición, el metabolismo y la reparación están limitados, de forma que
la desorganización celular puede llegar hasta tal punto que los procesos de reparación,
activados después de la hidratación, sean incapaces de restaurar la viabilidad celular.
Las investigaciones sobre el deterioro de las semillas se han centrado, en la
mayoría de los casos, en la búsqueda de alteraciones fisiológicas o bioquímicas a nivel
subcelular (Tabla 2) que se correspondan con la pérdida de la viabilidad o del vigor,
asumiendo que la alteración observada representa la lesión primaria responsable del
envejecimiento. Sin embargo, es difícil discernir si el efecto observado puede ser
considerado una causa o es en cambio una consecuencia del envejecimiento. Teniendo en
cuenta esta consideración, en el desarrollo de este epígrafe se abordan las principales
alteraciones observadas durante el envejecimiento de las semillas y, en especial, aquellas
que puedan ser detectadas con la metodología empleada en este trabajo.
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TABLA 2. Principales alteraciones bioquímicas asociadas al envejecimiento de semillas
Alteraciones de membrana: descenso en el consumo de oxígeno, disminución de ATP,
mayor liberación de sustancias al medio (electrolitos, aminoácidos, azúcares, etc.>
Cambios en el contenido lipídico y acumulación de ácidos grasos libres
Degradación de proteínas y cambios en las actividades enzimáticas
Alteraciones en el RNA y la síntesis proteica
Deficiencias en el metabolismo respiratorio y biosintético
Aberraciones cromosómicas y alteraciones en la integridad del DNA
Cambios en el nivel/contenido hormonal
1.4.3.1. Alteraciones de membrana
Las alteraciones a nivel de membrana y los cambios de permeabilidad celular
durante el envejecimiento conducen a alteraciones metabólicas que contribuyen al proceso
de deterioro y a la pérdida de viabilidad. Esta falta de integridad de las membranas en
semillas deterioradas y/o envejecidas (Agrawal, 1990; Basavarajappa y col., 1991;
Osborne, 1980; Priestley, 1986) podría permitir la liberación al medio que rodea a las
semillas de diversos componentes orgánicos e inorgánicos (iones, azúcares, aminoácidos,
enzimas, etc.). Este efecto se ha asociado con una pérdida de viabilidad en semillas de soja
(Abdul-Baki y Anderson, 1973; Parrish y Leopold, 1978; Senaratna y col., 1988),
1 QR(fl maíz (flruooip
cacahuete (Pearce y Abdel-Samad, ~ .gk y col., 1991>, guisante (Powell
y Matthews, 1977), algodón (Woodstock y col., 1985), trigo, mostaza (Rudrapal y Basu,
1982) y pino (Fernández García de Castro y Martínez-Honduvilla, 1984). La relación entre
la pérdida de viabilidad de la semilla de girasol y los cambios en la liberación de solutos
e iones asociados con las alteraciones de membrana han producido resultados
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contradictorios. Algunos autores señalan que el incremento de conductividad eléctrica está
relacionado con la pérdida de viabilidad de esta especie (de Paula y col., 1992, 1994;
Queiroga, 1989; Rao, 1976; Torres y Martinez-Honduvilla, 1988, 1990), en contraste con
los resultados observados en semillas de esta especie artificialmente envejecidas (95-100
% de humedad relativa> que presentaron bajos niveles de electrolitos a pesar de su
completa pérdida de viabilidad (¡-lalder y Gupta, 1980, 1982; Halder y col., 1983>.
También se han señalado diferencias en la liberación de solutos e iones en semillas
que presentan una alta germinabilidad, lo cual no clarifica la idea de que el envejecimiento
o almacenamiento prolongado contribuye a la liberación de iones y solutos al medio, como
se ha observado en semillas procedentes de lotes comerciales de guisante y judía
(Matthews y Bradnock, 1968>, soja (Oliveira y col., 1984> y algunas especies pratenses
(McKersie y col., 1981). La conductividad eléctrica de los lixiviados de estas semillas, no
obstante, está correlacionada negativamente con el comportamiento en el campo.
La observación del incremento en la liberación de iones y solutos en semillas
envejecidas (de Paula y col., 1992, 1994; Gidrol y col. 1989; Powell y Matthews, 1977)
apoya la idea del deterioro de las membranas en las primeras etapas del envejecimiento.
Muchas actividades celulares implican a las membranas y a la reducción de las actividades
enzimática, respiratoria y de síntesis de macromoléculas que se producen durante el
envejecimiento, que podrían estar relacionadas con el deterioro inicial de las membranas
(de Paula y col., 1993; Roberts, 1983>. Los daños ultraestructurales observados a nivel
de plasmalema, la retracción del citoplasma de la pared celular, las aberraciones de las
membranas de los embriones y las alteraciones observadas en las mitocondrias (Abu
Shakra y Ching, 1967; Fernández García de Castro y Martínez-Honduvilla, 1984; Harman
y Grannett, 1972; Roberts, 1983) permiten indicar que los cambios bioquímicos y
fisiológicos que se producen en las membranas durante el envejecimiento de semillas
pueden conducir a un incremento de la liberación de solutos e iones. En estas
investigaciones, sólo aquellos cambios que se producen durante las etapas iniciales del
envejecimiento de semillas, cuando éstas son todavía viables y mantienen tejidos vivos,
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pueden reflejar efectivamente una posible alteración o deterioro de membranas. Sin
embargo, los cambios bioquímicos que se observan en estados posteriores del
envejecimiento podrían indicar la muerte de los tejidos más que el envejecimiento de los
mismos.
Las bases bioquímicas de las alteraciones de membrana en semillas envejecidas han
sido estudiadas en profundidad ya que estas alteraciones afectan no sólo a la integridad
celular sino también a la actividad metabólica asociada a las membranas, como es la
respiración. En general se acepta que las alteraciones que podrían culminar en el deterioro
de las membranas implican fundamentalmente a los lípidos que las componen
(Basavarajappa y col., 1991; Priestley, 1986; Thompson y col., 1987; Wilson y
McDonald, 1986>, afectando al nivel y/o cantidad de fosfolípidos de membrana.
Koostra y 1-larrington (11969) observaron un descenso en el contenido de
fosfolípidos, especialmente en fosfatidilcolina (PC) en los cotiledones de pepino, antes de
la pérdida de viabilidad con un descenso drástico en su capacidad germinativa. Este
descenso de PC estuvo asociado a un incremento de su producto de hidrólisis,
concretamente la lisofosfatidilcolina. Un comportamiento semejante se ha observado
también en semillas de girasol (Halder y col., 1983), cacahuete (Pearce y Abdel-Samad,
1980), tomate (Francis y Coolbear, 1984) y guisante (Powell y Harman, 1985>. En este
último caso el descenso de fosfolípidos sucede cuando se produce un incremento de la
liberación de iones y solutos procedentes de los tejidos vivos, lo que -en principio- es
consistente con la hipótesis del deterioro de membranas durante los estados iniciales del
envejecimiento de semillas, como recientemente ha señalado Pukacka (1991) en semillas
envejecidas naturalmente de Acerp/atanoides. También se han descrito cambios en el nivel
de fosfolípidos en semillas natural y artificialmente envejecidas de soja (Priestley y col.,
1980; Senaratna y col., 1988>, cebolla (Salama y Pearce, 1993> y trigo de bajo y alto
vigor (McDone]l y col., 1982), las cuales muestran además una incorporación distinta,
siendo las semillas de alto vigor las que captan más rápidamente la PC marcada
radiactivamente.
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La teoría más comúnmente aceptada para explicar este descenso de los fosfolípidos
implica a procesos de peroxidación lipídica tanto enzimática (mediada por la enzima
lipoxigenasa>, como no enzimática (por acción de radicales libres), que se tratarán en
profundidad más adelante. Sin embargo, para la actuación de la lipoxigenasa es necesaria
la presencia de ácidos grasos libres, por lo que algunos autores (Basavarajappa y col.,
1991; Kumar y Knowles, 1993> consideran que la hidrólisis de los fosfolípidos tiene lugar
antes que los procesos de peroxidación, lo cual tendría un cierto paralelismo con los
sucesos que desencadenan la senescencia de otros tejidos. Esta hidrólisis puede ser debida
a enzimas lipolíticas (Salama y Pearce, 1993> ampliamente distribuidas en tejidos vegetales
y presentes en semilla seca, como son la fosfolipasa D (Brown y col., 1990) o la
acilhidrolasa inespecifica. Sin embargo, la medida en que estas enzimas puedan actuar
dependerá del grado de hidratación de la semilla (véase epígrafe 1.2.), que condiciona la
accesibilidad del sustrato. Otros autores (Senaratna y col., 1988; van Bilsen y Hoekstra,
1994), en cambio, señalan la posible implicación de los radicales libres en la
desesterificación no enzimática de los fosfolípidos de membrana que podría tener lugar a
bajos niveles de hidratación (Priestley, 1985a>.
Tanto la peroxidación lipídica como la hidrólisis de los fosfolípidos de las
membranas producen una alteración de las propiedades físicas de las mismas,
incrementando su viscosidad, al aumentar la cantidad relativa de lípidos saturados en las
membranas, y su rigidez, al favorecer la fase de gel frente a la de liquido cristalino, lo
cual debilita las membranas (Barber y Thompson, 1980>, altera la asociación lípido~
proteína (Shinitzky e lnbar, 1976> y permite la masiva liberación de solutos que tiene lugar
durante la rehidratación de la semilla.
7.4.3. 7. 7. Peroxidación lipidies
Los ácidos grasos poliinsaturados presentes en las semillas son muy lábiles y
particularmente susceptibles de sufrir procesos de peroxidación, que finalmente originan
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la destrucción de lípidos y la iniciación de una serie de complejas reacciones que generan
productos potencialmente tóxicos (Priestley, 1986). Estos procesos de peroxidación
lipidica han sido asociados por numerosos autores (Hailstones y Smith, 1988; Harman y
Mattick, 1976; Pauls y Thompson, 1984; Stewart y Bewley, 1980; Sung y Jeng, 1994) con
el deterioro de las semillas debido a sus efectos sobre los lípidos de las membrana y el
metabolismo celular.
En la Figura 3 se representa esquemáticamente la peroxidación de un ácido graso
insaturado (RH). La secuencia de reacciones se inicia ~1]con la captación de un hidrógeno
(It> de un grupo metileno (-CH2-) adyacente a un doble enlace. Existe una gran
controversia en la literatura (Winston, 1990> sobre los agentes causales de esta reacción
de iniciación, aunque generalmente se atribuye a la acción de la enzima lipoxigenasa o a
la actuación de radicales libres (X), generalmente especies activas de oxígeno (0H,
02 9. La cadena de peroxidación (Sabater, 1991), continúa con la formación de un radical
orgánico (R) que en presencia de oxígeno [2]origina un radical peróxido (RO&>, el cual,
por reacción con otro ácido graso insaturado (RH> formará [3]un hidroperóxido lipídico
(ROOH> como primer producto de oxidación. Los hidroperóxidos lipídicos se
descomponen en presencia de iones generando nuevas especie de radicales libres (que
continúan la peroxidación sobre moléculas adyacentes> y mezclas complejas de olefinas,
alcanos y aldehidos. Las reacciones [4]y [SIcorresponden a reacciones de terminación,
en las que desaparecen los radicales.
La enzima lipoxigenasa (LOX> actúa sobre ácidos grasos insaturados,
fundamentalmente linoleico y linolénico, liberados con anterioridad por la acción de
lipasas. La secuencia de reacciones es muy similar, y en un sistema metabólicamente
activo origina sustancias de gran importancia fisiológica (Ohta y col., 1990>. Por otra
parte, la actividad de esta enzima ha sido relacionada con los procesos de senescencia
(Hildebrand, 1989) y envejecimiento (Priestley, 1986; Wang y col., 1990>, debido a su
capacidad para alterar la permeabilidad celular por actuar sobre los lípidos de membrana.
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± X. —* Vrt~.SCrNV + XH [11
R• 4- O~ —. R-00 [2]
R-00 + XH —* R-OOH [3]
[4]
Figura 3. Secuencia de reacciones que tienen lugar durante la peroxidación de los
ácidos grasos insaturados, mediada por radicales libres. [11 y [2] iniciación; [31
propagación; [4] y [5] terminación.
Laperoxidación lipídica tiene graves consecuencias para el funcionamiento celular.
Los productos de la descomposición de los hidroperóxidos, entre los que se encuentran el
etano y el malondialdehido, considerados como marcadores de la peroxidación, pueden
actuar sobre las membranas alterando su funcionalidad, sobre el DNA, desnaturalizándolo
(Fujimoto y col., 1984), sobre el RNA mensajero, inhibiendo la síntesis proteica (Dhindsa,
1982), sobre las proteínas modificándolas mediante enlaces covalentes, sobre aminoácidos
entre los que se incluye la histidina, metionina, cisteina y lisina, oxidándolos (Priestley,
1986>. Por otra parte, los productos de la peroxidación se encuentran asociados
negativamente con la conductividad eléctrica en las semillas de trigo y mostaza (Rudrapal
y Basú, 1980>, lo cual parece implicar a las membranas celulares. No obstante, esta
correlación se ha asociado con un descenso en la germinación de las semillas de cacahuete
y guisante, más que con un estado inicial de envejecimiento (Pearce y Abdel-Samad, 1980;
Powell y Harman, 1985).
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1.4.3. 1.2. Radicales libres
Los radicales libres son especies altamente reactivas capaces de atrapar o donar
electrones de las moléculas próximas. Se conocen una gran variedad de radicales libres,
pero los más abundantes en los sistemas biológicos son los que derivan de la reducción del
oxigeno molecular1. Estas especies activas de oxígeno se producen normalmente durante
el metabolismo celular y están implicados en un gran número de procesos oxidativos ya
que reaccionan con todo tipo de moléculas presentes en las células, afectando
principalmente a las membranas, donde, como se ha comentado anteriormente, inician la
cadena de reacciones de la peroxidación lipídica, que conduce a la modificación de la
funcionalidad de las mismas con la consiguiente alteración del metabolismo.
La reducción completa del oxigeno requiere cuatro electrones, con producción de
una molécula de agua. Sin embargo, la reducción también puede ocurrir en pasos
univalentes, dando lugar al radical libre superóxido (O2~ >, al peróxido de hidrógeno
(H
202) y al radical libre hidroxilo QOH>:
hv ,02+.
Ao2~”O”F-t2o~0uH ~“F%O
+2H
Algunas enzimas son capaces de reducir univalentemente el oxígeno con formación
del radical libre superóxido, bien como producto de reacción o como intermediario de la
misma. Todas estas enzimas pertenecen a los grupos de las oxidasas y oxigenasas, que
‘Los radicales libres y especies atines constituyen un grupo muy amplio de especies
químicas, tanto orgánicas como inorgánicas. Existen moléculas derivadas de la reducción del
oxigeno, que no son propiamente radicales libres pero que presentan también una gran agresividad
biológica. Para referirse al conjunto se usa correctamente la expresión “radicales libres y especies
activas de oxígeno”. Sin embargo, en la práctica, por razones de brevedad se emplea el término
radicales libres” o, simplemente “radicales”.
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contienen flavinas o metales, especialmente Fe y Cu, como grupos prostéticos (Sandalio
y del Río, 1991). El peróxido de hidrógeno, a su vez, se forma durante la primera etapa
de ¡a fi-oxidación de los ácidos grasos (proceso de gran importancia en las semillas
oleaginosas>, pudiendo originarse también por la dismutación espontánea del radical libre
superóxido. o bien en la reacción catalizada por la superóxido dismutasa (SOD):
SOD
2i-I~ + Q< ±0< ~ H202 + 02
La reducción del anión superóxido por ascorbato, tioles, ferredoxina o iones Mn, también
lleva consigo la producción de peróxido de hidrógeno. Actualmente parece estar bien
establecido que la reactividad del radical superóxido es más limitada de lo que en
principio se pensaba y que su toxicidad proviene de la generación de especies bastante más
reactivas, como el radical hidroxilo, que es uno de los oxidantes más potentes que se
conocen y que puede acUlar indiscriminadamente sobre todas las macromoléculas (Fig. 4),
originando lesiones en el DNA, mutaciones o produciendo disfunciones metabólicas
(Scandalios, 1993).
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Ir
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Figura 4. Secuencia de procesos de generación de radicales libres y sus
consecuencias biológicas (Scandalios, 1993>
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La principal fuente de este radical en sistemas biológicos es la reacción de Haber-
Weiss catalizada por trazas de Fe (Minotti y Aust, 1987) o Cu:
0W + F&’
Fe 2-1- + H2 02
0< +H202
- *. 02 +Fe
2~
F&~ + OW±~OH
-fr 02 + 0W £011
Su formación dependerá, por tanto, no sólo de la disponibilidad de 02 y H
202
sino de la existencia y localización de los complejos metálicos que catalizan la reacción
(Thompson y col., 1987>.
El oxígeno singlete es otra especie de oxígeno activado, no radical, que se origina
fundamentalmente en reacciones fotosensibilizadas en las que intervienen compuestos como
las riboflavinas, clorofilas y porfirinas (Knox y Dodge, 1985). También se ha detectado
la formación del oxigeno singlete (Thompson y col., 1987> como consecuencia de la
interacción de radicales lipídicos tipo peróxidos que se producen durante las reacciones
de propagación de la peroxidación lipídica:
ROO + R00~
El oxígeno singlete
peroxidación 1 ipídica
RO+ROH+’02
así formado puede contribuir a la cadena de reacciones de la
en su fase de iniciación.
25
INTRODUCCIÓN
Las bicapas lipídicas que forman las membranas son especialmente sensibles a la
acción de los radicales libres (Fig. 5>, por varias causas:
- el radical superóxido puede actuar como nucleófilo provocando la desesterificación
de los fosfolípidos de membrana (Navari-Izzo y col., 1992; Senaratna y col.,
1988>, lo que aumentará la saturación de las membranas por incremento de la
relación esterol:ácidos grasos y disminuirá su fluidez,
- los ácidos grasos poliinsaturados actúan como sustrato de la enzima lipoxigenasa
iniciando la peroxidación lipídica de carácter enzimático (Salama y Pearce, 1993>,
los iones metálicos catalizan la formación del radical hidroxilo a partir del anión
superóxido, iniciando reacciones de peroxidación lipídica no enzimática, originando
nuevos radicales lipídicos tipo alcoxi o peroxi que propagan el proceso por toda la
estructura de la membrana (Thompson y col., 1987>,
- los radicales libres y los productos de la peroxidación lipídica pueden alterar a las
proteínas de la membrana, facilitando su hidrólisis y degradación (Wolf y Dean,
1986>,
- los productos de la peroxidación lipídica se acumulan en las membranas y son los
responsables de la formación de regiones en fase de gel, que modifican las
propiedades físicas y funcionales de las membranas (Senaratna y col., 1988).
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Figura 5. Procesos posibles que pueden tener lugar durante el envejecimiento. La
desesterificación de los fosfolípidos por la acción radicales libres <R.L.> o de
enzimas ¡políticas <tosfolipasas) aumenta el nivel de saturación de la membrana,
incrementando su viscosidad y alterando su funcionalidad. Los ácidos grasos
liberados se transforman en hidroperóxidos, por acción de los radicales libres o
por la lipoxigenasa, y se descomponen en malondialdehido <MDA> y etano
generando nuevos radicales libres. El MDA inhibe la síntesis proteica mientras
que los radicales libres actúan sobre nuevos fosfolípidos adyacentes y producen
daños en las macromoléculas, incluyendo DNA, RNA y proteínas (Kumar y
Knowles, 1993).
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Existen resultados contradictorios sobre el papel que los radicales libres tienen en
los procesos de envejecimiento de semillas, debido no sólo a las diferencias que puedan
existir entre las especies estudiadas, sino a las distintas condiciones de hidratación
(Puntarulo y Boveris, 1990; Vertucci y Leopíd, 1987) en que el envejecimiento tiene
lugar. Los procesos de peroxidación mediados por radicales libres se facilitan, en general,
cuando los niveles de hidratación son muy bajos, equivalentes a la Zona 1 de absorción,
ya que el agua dificulta el acceso del oxigeno a los lugares sensibles, hidrata los iones
metálicos, por lo que reduce su efectividad como catalizadores, forma puentes de
hidrógeno que interfieren con la descomposición de los hidroperóxidos y facilita la difusión
de moléculas antioxidantes (Priestley, 1986). Así mismo, la alteración de las propiedades
físicas de las membranas durante la deshidratación, parece mediada también por la acción
de radicales libres (Senaratna y col., 1985, 1987>, y que finalmente resulta en la aparición
de zonas de membrana en fase de gel debido a la pérdida de fosfolípidos.
La reactividad de los radicales libres hace muy difícil su detección y podría
explicar también las divergencias existentes. Buchavarov y Gantcheff (1984> han indicado
que hay una gran concentración de radicales libres en los ejes embrionarios de soja
envejecidos natural y artificialmente, mientras que Priestley y col. (1985b) señalan que este
incremento sólo se observa en las semillas artificialmente envejecidas, siendo las
diferencias en estos niveles muy poco significativas en algunos casos (Priestley y col.,
1980>. Por su parte, Hepburn y col. (1986> han examinado el nivel de radicales libres en
distintas especies procedentes de lotes comerciales como guisante, soja, judía, col y
rábano, y no han observado una relación directa entre la viabilidad de las semillas y el
contenido de radicales libres, que mayoritariamente se detecta en la testa de las semillas,
lo que podría explicar la escasa influencia en la viabilidad de las mismas.
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1.4.3.2. Alteraciones en la estructura de las proteínas y actividades
enzimáticas
La estructura de las proteínas puede alterarse durante el envejecimiento, debido a
procesos de desnaturalización, proteolísis, o a polimerizaciones o escisiones producidas por
la interacción con productos de la peroxidación lipidica (Priestley, 1986>. La oxidación de
los grupos sulfhidrilo de los restos de cisteina puede ser un factor particularmente
importante que puede alterar el funcionamiento de las proteínas.
Las actividades enzimáticas detectadas en las semillas también se encuentran
afectadas por el envejecimiento. El almacenamiento prolongado de semillas de girasol a
65 0C provoca una disminución significativa de la actividad de las enzimas malato
deshidrogenasa, tanto en la fracción soluble como en la mitocondrial (de Paula y col.,
1993), glutation reductasa (de Paula, 1991) y leucin aminopeptidasa (Pérez Otaola, 1992>,
que fueron positivamente relacionadas con la pérdida de viabilidad de dichas semillas, por
lo que su determinación se han utilizado como marcador de envejecimiento.
La determinación indirecta de la actividad deshidrogenásica de los tejidos mediante
el empleo de distintos colorantes se ha empleado tradicionalmente como test de
envejecimiento de semillas. Los reactivos como el cloruro de trifeniltetrazolium (véase
apartado 1.6.3.) se reducen por la acción de las enzimas respiratorias, formándose un
compuesto coloreado (formazano), que tiñe los tejidos dónde estas enzimas permanecen
activas. Por el contrario, los tejidos incoloros indicarían la disminución o inexistencia de
actividad deshidrogenásica. Sin embargo, PowelI y Matthews (1981), utilizando semillas
deterioradas de guisante, fueron capaces de detectar la actividad reductora sobre el
tetrazolium mediante un aporte de succinato. Por lo tanto, la ausencia de tinción indicaría,
en este caso, una ausencia de sustrato más que una alteración de la actividad enzimática.
Del mismo modo, algunos autores (Priestley, 1986) han sugerido que un déficit de
coenzimas (NADe, NADPt> puede ser la causa de la disminución de la actividad de
algunas enzimas en semillas deterioradas. Por otra parte, de Paula y col. (1991a>
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detectaron una mayor formación de formazano en las semillas deterioradas por tratamiento
térmico a 65 “C, indicando que la mayor facilidad de penetración y difusión del
tetrazolium a través membranas dañadas por el tratamiento, resulta en una sobreestimación
de la actividad deshidrogenásica.
Otros autores han detectado actividades enzimáticas incrementadas como
consecuencia del envejecimiento. González-Juliá y col. (1982>, observaron elevados
niveles de proteinasas durante la germinación de semillas de pino artificialmente
envejecidas (45 oc y humedad a saturación), mientras que Basavarajappa y col. (1991>,
observaron un incremento de las actividades de proteasas, amilasas y fosfolipasa A, en
semillas artificialmente envejecidas de maíz. Ghosh y Chaudhuri (1984> detectaron una
elevada actividad ribonucleásica en embriones de semilla de arroz con baja viabilidad
debida a un almacenamiento prolongado en condiciones de elevada humedad relativa.
Parece deducirse de estos estudios, que el incremento de las actividades enzimáticas sólo
se ha observado en semillas envejecidas en las que se ha alcanzado un alto nivel de
hidratación (Priestley, 1986>.
1.4.3.3. Alteraciones metabólicas
1.4.3.3. 1. Alteraciones en la respiración
El contenido de humedad de la semilla determina el inicio de la actividad
mitocondrial, que se pone de manifiesto por un coeficiente respiratorio (relación molar
entre el CO2 producido y el OQ consumido> próximo a 1 (Vertucci y Leopold, 1987). Sin
embargo, durante la imbibición de semillas envejecidas se ha observado que la tasa de
captación de oxigeno es baja (Dreyer y van de Venter, 1992) tanto en tejidos embrionarios
como no embrionarios (Parrish y Leopold, 1977>. En trigo, sin embargo, Anderson y
Abdul-Baki (1971> hallaron que el consumo de oxígeno por parte del embrión disminuía
como resultado del deterioro, mientras no se alteraba en el endospermo. Por otra parte,
30
INTRODUCCIÓN
la liberación del CO2 es ocasional y sorprendentemente alta durante las primeras horas de
imbibición en semillas ligeramente deterioradas, si bien la causa de este incremento todavía
no se conoce. Woodstock y Taylorson (1981) sugieren que el desequilibrio entre la
glicolísis y el ciclo de los ácidos tricarboxilicos puede dar lugar a la acumulación de
metabolitos como el piruvato, que posteriormente podrían ser sometidos a
descarboxilación. Con independencia de la explicación de estos resultados, el hecho
experimientalmente constatado es la existencia de un elevado cociente respiratorio
característico de las semillas envejecidas durante las primeras horas de la imbibición
(Woodstock y col., 1984).
En general, un descenso en el consumo de 02 se asocia al deterioro de las
mitocondrias. En semillas vigorosas, durante las primeras horas de imbibición, se produce
la diferenciación mitocondrial, por síntesis de nuevos orgánulos o por modificación de los
preexistentes (Attucci y col., 1991; Morohashi, 1986; Nakayama y col., 1980>. Durante
este período, la capacidad de la mitocondria para oxidar sustratos endógenos está, in vitro,
incrementada y aumenta además, el acoplamiento entre la oxidación y la fosforilación
(Pradet, 1982). El consumo de oxígeno durante la imbibición de semillas envejecidas
puede estar disminuido por dos factores:
- lesiones directas en la estructura de la mitocondria, inducidas por el
envejecimiento, pero que pueden ser reparadas en etapas posteriores de la
imbibición (Leopold y Musgrave, 1980>,
- desarrollo mitocondrial lento que origina un menor número de orgánulos
(Woodstock y col., 1984).
De Paula y col. (1991a>, detectaron en semillas de girasol artificialmente
envejecidas un marcado descenso de la actividad de la enzima malato deshidrogenasa, tanto
en la fracción citosólica como mitocondrial, lo cual sugiere una alteración de las enzimas
empleadas en el metabolismo respiratorio y que por tanto influirá en el desarrollo de la
actividad mitocondrial durante la rehidratación.
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Dreyer y van de Venter (1992>, observaron que la disminución de la actividad
mitocondrial durante la rehidratación de semillas envejecidas de maíz no se pone de
manifiesto en condiciones favorables de temperatura (25 0C), pero se hace evidente a
temperaturas sub-óptimas (13 0C>, lo cual podría ser una de las causas de la mayor
sensibilidad de las semillas envejecidas a las distintas condiciones de estrés ambiental.
La ruta de las pentosas fosfato es una vía metabólica de utilización de la glucosa
que en semillas viables predomina durante las primeras horas de imbibición, hasta que la
glicolísis se instaura como principal ruta catalítica. Kharlukhi y Agrawal (1984>
observaron, sin embargo, que la ruta glicolítica y la vía de las pentosas fosfato en semillas
envejecidas alcanzaban cotas similares de utilización de la glucosa.
Resultados de esta naturaleza sirven para poner de manifiesto que el envejecimiento
produce desequilibrios metabólicos en las semillas imbibidas, aunque de todas formas hay
que tener en cuenta que el deterioro no afecta de igual manera a todos los tejidos ni a
todas las rutas metabólicas.
L4.3.3.2. Alteraciones en el contenido y síntesis de A TP
Los niveles de ATP y la carga energética (relación entre el ATP y los niveles de
ADP y AMP) tienden a ser muy bajos en las semillas secas, pero se incrementan de forma
sustancial durante la imbibición. Algunos investigadores han sugerido que la fosforilación
oxidativa se desarrolla con demasiada lentitud como para explicar esta súbita fluctuación
(Mayer y Poljakoff-Mayber, 1989>. Por otra parte, PerI (1980) sugiere que el ATP se
acumula rápidamente en las semillas hidratadas, por medio de la actuación de sistemas
enzimáticos que utilizan AMP, fosfoenolpiruvato y fosfato inorgánico, aunque el grado de
funcionalidad iii vivo no está suficientemente claro. Así, Ching (1973>, estudiando semillas
de trébol en las primeras cuatro horas de imbibición, observó que el contenido de ATP
variaba de 2,2 nmol en semillas totalmente viables a 0,02 nmol en semillas envejecidas.
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La acumulación de otros nucleósidos trifosfato, asimismo, está disminuida durante
la imbibición de semillas de bajo vigor, aunque no se ha estudiado específicamente en
semillas envejecidas (Standard y col., 1983).
1 .4.3.3.3. Alteraciones en ácidos nucleicos y síntesis proteica
La síntesis proteica que tiene lugar durante las primeras horas de la imbibición, está
disminuida en semillas envejecidas (Anderson y Baker, 1983). Esta disminución puede
estar parcialmente relacionada con la incapacidad para producir niveles adecuados de
nucleósidos trifosfato, ATP y GTP fundamentalmente. Sin embargo, es evidente que el
envejecimiento de semillas implica también deficiencias en los mecanismos responsables
de la traslación del RNA mensajero (mRNA> hasta la proteína (Gidrol y col., 1990).
Durante las primeras etapas de la imbibición, el mRNA responsable de la síntesis
de proteínas puede tener dos origenes: el mRNA que permanece después de la desecación
de la semilla y es activo durante la rehidratación (Spiegel y Marcus, 1975> y el mRNA de
nueva formación que aparece a las pocas horas de la imbibición. Gidrol y col. (1990>, en
semillas de girasol, observaron que el envejecimiento acelerado induce alteraciones en la
traslación de mRNA preexistente más que en la síntesis de novo de mRNA, mientras que
en semilla de soja (Gidrol y col., 1988> las alteraciones derivan de la incapacidad para
obtener mRNA de nueva síntesis.
Existen algunas evidencias que sugieren que parte del mRNA que perdura después
de la desecación, se pierde durante períodos de almacenamiento muy prolongados. Es
posible que este mRNA no sea esencial para la germinación, ya que normalmente es
degradado durante las dos primeras horas de imbibición, incluso en semillas muy vigorosas
(Smith y Bray, 1982). Se cree que su función es codificar polipéptidos que son importantes
durante la maduración de las semillas, pero menos relevantes durante la germinación. En
realidad, parece ser que la degradación de este tipo de mRNA, durante la rehidratación,
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tiene lugar más lentamente en los embriones parcialmente deteriorados que en los
vigorosos (Smith y Bray, 1984).
El mRNA de nueva formación puede faltar en las semillas envejecidas durante la
fase de imbibición. Se piensa que el deterioro en las semillas origina una disminución de
la síntesis de RNA que tiene lugar durante la hidratación (Fernández García de Castro y
Martinez-Honduvilla, 1982; Gidrol y col., 1988) y que parece afectar a todos los tipos de
RNA. Este descenso se relaciona parcialmente con una deficiencia general en los procesos
biosintéticos y concretamente en la transcripción.
Se ha descrito asimismo, la degradación parcial de los ribosomas (Ghosh y
Chaudhuri, 1984; Villiers, 1980> y la disminución del contenido en rRNA (Clarke y
james, 1991> durante el almacenamiento prolongado, así como la modificación de las
propiedades electroforéticas de las proteínas ribosomales, aunque el estudio de las
características de sedimentación sugiere que los ribosomas son parcialmente funcionales
incluso en las semillas severamente envejecidas.
Las lesiones más importantes inducidas por el envejecimiento están asociadas a los
factores que intervienen en la unión del péptido al ribosoma, concretamente, el factor de
elongación 1 (EF 1), cuya actividad disminuye paralelamente a la pérdida de capacidad de
síntesis de proteínas (Dell’Aquilla y col., 1978).
Los resultados señalados indican que todos los elementos del sistema de síntesis
proteica sufren deficiencias en semillas envejecidas. El mRNA preexistente se pierde o es
menos activo, disminuye la síntesis de novo de mRNA, la efectividad y la estructura del
ribosoma están diferencialmente alteradas, y algunos de los factores responsables de la
formación del péptido, están inactivados. A todo ésto se añade la dificultad en el aporte
de nucleósidos trifosfato, requeridos por el aparato biosintético. En suma, se produce una
disminución en la capacidad de las semillas envejecidas para sintetizar proteínas.
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Por otra parte, los cambios detectados en las moléculas de DNA durante el
envejecimiento de las semillas son principalmente de carácter cualitativo, es decir, la
cantidad de DNA no se altera, pero aparecen pequeños fragmentos de bajo peso molecular,
lo cual dificulta el mantenimiento de su funcionalidad y limita la transcripción del RNA
(Osborne, 1980; Priestley, 1986; Villiers, 1980>. Asimismo, las causas de los defectos
genéticos y las alteraciones cromosómicas asociadas con el envejecimiento se han atribuido
al efecto de los radicales libres o de los productos de la peroxidación lipídica. Los
radicales libres pueden producir alteraciones (oxidación, dimerización> en las bases del
DNA, siendo la timina y la guanina las más afectadas; los peróxidos lipidicos pueden
actuar causando escisiones en la doble cadena de DNA, lo que puede conducir a la rotura
de cromosomas.
1.5. Mecanismos celulares de defensa frente al deterioro
En el apartado anterior hemos señalado las alteraciones que tienen lugar durante
el envejecimiento de las semillas y la implicación de los radicales libres (orgánicos o
especies activas de oxígeno) en los procesos de deterioro de carácter oxidativo que afectan
tanto a la funcionalidad de las membranas, como a la estructura de macromoléculas,
proteínas, lípidos y DNA. Sin embargo, la formación de radicales libres es un proceso que
también tiene lugar durante el metabolismo celular. Por ello, las células han desarrollado
mecanismos eficaces de defensa que previenen y/o eliminan la producción masiva de estos
radicales. Así, durante las primeras etapas de la germinación, en las que se establece la
respiración mitocondrial (Puntarulo y col., 1988, 1991) y la movilización de reservas,
concretamente durante la 8-oxidación de los ácidos grasos en semillas oleaginosas, se ha
descrito la aparición de radicales libres por una reducción incompleta del oxígeno.
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La respuesta celular frente a la acción de los radicales libres está mediada por
sistemas enzimáticos específicos y sustancias con carácter antioxidante que impiden su
propagación. Estas sustancias no actúan aisladamente, sino que están interrelacionadas para
conseguir una mayor efectividad en la defensa celular.
Los sistemas antioxidantes se pueden clasificar según el radical sobre el que actúan
(Tabla 3), o según la fracción donde ejercen su actividad (soluble o lipídica), pero, en
general, se distingue entre antioxidantes enzimáticos y no enzimáticos.
TABLA 3. Intermedios reactivos del oxigeno y sistemas antioxidantes
RADICALES Y
ESPECIES DE OXIGENO ACTIVADO ANTíoxmArwn~s
SUPEROXIDo: 02 - SOD
Acmo ASCORBICO
PEROXIDO: H202
HIDROXILO: OH Acmo ASCORBICO
GLUTATIoN
GLUCOSA
MANITOL
ETANOL
OXIGENO SINGLETE: ‘AgO2 ¡3-ARoTENOS
cx-TOCOFEROL
Acmo ASCÓRBICO
CATALAsA
PERoXIDAsAs
CICLO FomR-HALuwEu..
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1 .5.1. Antioxidantes no enzimáticos
Existe un gran número de sustancias de las que se describe una actividad
antioxidante (Tabla 4) y que están presentes en los tejidos vegetales. Sin embargo, en
muchos casos las concentraciones necesarias para que esta capacidad se manifieste no se
ajustan a las presentes en los tejidos. Otras veces, la función antioxidante se ha demostrado
in vitro pero no in vivo. Por ello, nos limitaremos a detallar las características de los
antioxidantes solubles cuya actividad in vivo está mejor establecida y que intervienen
activamente en la protección de los lípidos frente a la peroxidación.
TABLA 4. Sustancias con actividad antioxidante
NATURALEZA QUIMICA
en plantas superiores (Larson, 1988)
COMPUESTOS
TOCOFEROLES
MIRICETINA AC. CAEFEICO
COMPUESTOS FENOLICOS ROBINETINA AC. CLOROGENICO
QUERCITINA AC. FERULICO
KAEMPFEROL ROSMARIDIFENOL
BUTEINA 1JBIQUINOL
CAFEíNA
ESPERMINA
COMPUESTOS NITROGENADOS TRIMETILAMINA
CISTEINA
METIONINA
TREONINA
COMPUESTOS TERPENICOS fi-CAROTENO
ACIDO ASCORBICO
OTROS COMPUESTOS MANITOL
ETANOL
GLUCOSA
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1.5.1.1. Glutation
El glutation (GSH) es tripéptido un formado por ácido glutámico, cisteina y glicina
(y-glutamil-cisteinil-glicina>, que constituye el principal tiol no proteico celular. Su
biosíntesis (Rennenberg, 1982) tiene lugar por la acción sucesiva de las enzimas -y-
glutamilcisteina sintetasa (FC 6.3.2.2> y glutation sintetasa (FC 6.3.2.3> en dos reacciones
dependientes de ATP:
glu + cis
ATP
- x-glutamiloisteina sintetasa
ADP+p .<-- ¿
s -glu-cis
ATP -
glutation sintetasa
ADP+P.- ¾.
El glutation se encuentra ampliamente distribuido en los tejidos vegetales y
desempeña numerosas funciones biológicas (Smith y col., 19%). Se ha descrito su
actividad en el transporte y almacenamiento de azufre (Bielawski y Joy, 1986a; Schmidt
y Jáger, 1992), así como en la destoxificación de xenobióticos (Fuerst y col., 1993) y
contaminantes ambientales (Price y col., 1990; Wingsle y Hálígren, 1993) mediada por
la glutation-S-transferasa. Sin embargo, es la capacidad antioxidante la característica
principal de este compuesto y la que le permite desarrollar un papel fundamental en la
defensa celular frente a la acción de radicales libres.
La actividad antioxidante del glutation reside en la capacidad reductora del grupo
tiólico de la cisteina que presenta una disposición espacial menos susceptible al ataque por
sustancias oxidantes en comparación con otros compuestos con grupos sulthidrilo (Alscher,
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1989). Esta acción antioxidante tiene lugar por medio de reacciones enzimáticas (véase
apartado 1.5.2.3> ono enzimáticas en las que puede actuar directamente sobre los radicales
libres (orgánicos o especies activas de oxigeno>. El paso inicial es la formación del radical
tul (G&) mediante la cesión de un electrón del radical al glutation:
GSH+R __- > G5+RH
2 GS ~ GSSG
Dos moléculas del radical tul reaccionan entre si formando un puente disulfuro que da
lugar a la aparición de glutation oxidado (GSSC>. De esta forma el glutation es capaz de
romper la cadena de propagación de los radicales libres y evitar los procesos de
peroxidación lipídica responsables del envejecimiento celular.
Paradójicamente, el GSSG es una sustancia altamente tóxica para las células ya que
actúa inhibiendo la síntesis de proteínas (Dhindsa, 1991; Fahey y col., 1980) por
interacción con uno de los factores de iniciación de la traslación (Kan y col., 1988>, razón
por la cual las células mantienen siempre una relación GSSG/GSH enormemente baja
debido a la actividad de la enzima glutation reductasa (véase apartado 1.5.2.4.3.>. Hasta
tal punto esto es así, que la medida de dicha tasa es uno de los estimadores más fiables del
grado de estrés oxidativo tisular.
En condiciones de estrés oxidativo (calor, estrés hídrico, exposición a
contaminantes ambientales), se ha observado que las células responden aumentando los
niveles de GSH como resultado de una estimulación de su biosíntesis (Albrecht y
Wiedenroth, 1994: Nieto-Sotelo y Ho, 1986; Smith y col., 1985> lo que permite la
adaptación de las plantas al estrés ambiental. Los resultados obtenidos por Smith (1985>
en plantas tratadas con aminotriazol (inhibidor especifico de la catalasa) permiten suponer
que el peróxido de hidrógeno generado actuaría aumentando la tasa GSSG/GSH y el
descenso de los niveles de glutation en su forma reducida, eliminándose así la inhibición
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por retroalimentación (feedback) que este compuesto establece sobre las enzimas de su ruta
biosintética. Sin embargo, May y Leaver (1993> consideran que las señales que ligan la
formación de peróxido de hidrógeno con el aumento observado en los niveles de GSH son
de naturaleza mucho más compleja, pero en cualquier caso se demuestra que la capacidad
de las células para adaptarse al estrés ambiental viene, en gran medida, determinada por
la capacidad de síntesis de GSH y su mantenimiento en estado reducido.
Recientemente (Wingate y col., 1988) se ha demostrado que el glutation puede
actuar favoreciendo la transcripción de los genes que codifican las enzimas que intervienen
en la biosíntesis de lignina y fitoalexina. Sólo el glutation reducido es capaz de actuar en
este sentido, lo cual permite suponer que el aumento de glutation como consecuencia del
estímulo oxidativo, no sólo protegería a las células frente a la generación de radicales
libres, sino que podría actuar como sefíal para desencadenar otra serie de respuestas que
posibilitan la tolerancia al estrés (Alscher, 1989).
Las semillas tienen, respecto a su contenido en glutation, ciertas características que
las diferencian de otros tejidos presentes en las plantas superiores. Estas diferencias se
manifiestan en la existencia de un mayor contenido total de glutation y en que un alto
porcentaje de este compuesto se encuentra en forma oxidada (Kranner y Grilí, 1993; Fahey
y col., 1980; Spragg y Yemm, 1959). Debido precisamente a este alto contenido en GSSG
y a su acción inhibitoria sobre la síntesis de proteínas, se ha sugerido que el glutation
puede desempeñar un papel importante en el control de la síntesis proteica de las semillas
en estado de latencia y dormición (Fahey y col., 1980>. Por otro lado, Butt y Ohlrogge
(1991) han sugerido que la formación de disulfuros mixtos entre glutation y la proteína
transportadora de acilos que se produce durante el proceso de deshidratación de las
semillas podría actuar como un mecanismo protector de esta enzima frente a la oxidación.
De todos estos estudios se deduce que el glutation desempeña una función esencial en las
semillas, ya que en su forma reducida (GSH) actúa como antioxidante evitando la acción
perjudicial de los radicales libres y en su forma oxidada (GSSG> sirve como mecanismo
de control de la síntesis proteica durante la dormición.
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Finalmente, y dentro de la respuesta celular frente a distintos agentes ambientales
mediada por glutation, se encuentra la formación de polimeros de ‘y-glu-cis-gli. Son las
llamadas fitoquelatinas (Rauser, 1990; Robinson y Jackson, 1986) cuya función principal
consiste en formar complejos con metales tóxicos, fundamentalmente cadmio, para evitar
así su efecto perjudicial (Rauser y col., 1991), aunque también se les atribuye un papel
importante en la homeostasis de metales esenciales como Cu o Zn.
1.5.1.2. Acido ascórbico
Durante la germinación de las semillas se produce una síntesis rápida de ácido
ascórbico (treo-hex-2-enono-1 ,4-lactona) a partir de la glucosa. Además se ha observado
que existe una relación directa, durante todas las etapas de crecimiento, entre el aporte de
carbohidratos y la cantidad de ascorbato formado (Gander, 1982>. Los niveles de ascórbico
en las células vegetales dependen por tanto de factores nutricionales, aunque también
contribuyen en gran medida las condiciones ambientales y el estado de desarrollo de la
planta. Así, Dalton y col. (1991) detectaron un incremento en la concentración de ácido
ascórbico en las raíces de soja sometidas a una elevada presión parcial de oxigeno; Walker
y McKersie (1993) observaron, en hojas de tomate, un incremento en la cantidad de ácido
ascórbico y otros antioxidantes como respuesta al estrés por bajas temperaturas; Buckland
y col. (1991) detectaron una disminución de los niveles de ascórbico en hojas de
Cochlearia atiantica en situaciones de sequía y Borraccino y col. (1994) relacionaron los
procesos de senescencia de las hojas de avena con una menor disponibilidad de ácido
ascórbico. Por otra parte, Arrigoni y col. (1992> han descrito la evolución de los niveles
de ácido ascórbico durante el período de formación de las semillas de judía, observando
que el equipo enzimático para la biosíntesis de ascórbico se adquiere antes del inicio de
la desecación para permitir un rápido incremento de este compuesto al comienzo de la
germinación.
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CF4-OH
Hc-oH~0 -
z0
HO OH
Acido ascorbico
En los sistemas biológicos, el ácido ascórbico desempeña un papel fundamental
como antioxidante. Puede actuar sobre todas las especies activas de oxígeno (Tabla 3),
reduce los radicales tul y además interviene activamente impidiendo la propagación de la
peroxidación lipídica por medio de la eliminación de los radicales peróxido (Larson,
1988>. Su mecanismo de acción antioxidante se basa en la formación de un radical
transitorio (radical monodehidroascórbico) que sufre dismutación para dar dos sustancias
no radicales (dehidroascórbico y ascórbico):
C—OH
___~frXH+
C—OH C—OH
ácido radical
ascórbico monodehidroascórbico
C—0 C—O~ C0 C—OH
II + H 1 +
C—OH C—OH CrO C—OH
ácido ácido
dehidroascórbico ascórbico
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Algunos autores (Finckh y Kurnert, 1985; Liebler y col., 1986) han demostrado
la acción sinérgica entre el ácido ascórbico y el a-tocoferol (principal antioxidante
liposoluble). Estos autores observaron que la extensión del daño peroxidativo inducido por
herbicidas en hojas de distintas especies de plantas superiores depende de la concentración
relativa de estas dos sustancias, siendo la relación 15:1 (ascórbico/cy-tocoferol> la que
presenta mayor capacidad antioxidante.
Para reducir el deterioro de las semillas durante el almacenamiento se ha estudiado
el efecto de distintas sustancias antioxidantes (glutation, BHT, ácido ascórbico, a-
tocoferol>, ya sea como medida preventiva del deterioro (es decir, sumergiendo durante
un tiempo las semillas en soluciones de estas sustancias y posterior secado y
almacenamiento), ya sea como medio para invigorizar las semillas, es decir, para revertir
los efectos del deterioro. Los resultados obtenidos al tratar las semillas con estas sustancias
son variables, pero en general se han descrito efectos beneficiosos en la longevidad de las
semillas, sobre todo en el caso del cx-tocoferol y del glutation (Gorecki y Harman, 1987).
1 .5.2. Antioxidantes enzimáticos
Los sistemas antioxidantes enzimáticos constituyen un grupo variado de enzimas
con la propiedad común de ser capaces de eliminar, suprimir o neutralizar a los radicales
libres y a las especies activas de oxigeno. La Tabla 5 muestra, de forma resumida, las
distintas enzimas que intervienen en la defensa celular frente a la acción perjudicial de
estas moléculas. En este epígrafe desarrollaremos con mayor amplitud las características
de las enzimas relacionadas con nuestro trabajo experimental.
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TABLA 5. Sistemas enzimáticos con actividad antioxidante
(Scandalios, 1993>
en plantas superiores
LOCALIZACIÓN ESPECIE SISTEMA PRODUCTOS DE
SUCELULAR ACTIVA ENZIMATICO REACCIÓN
Citosol Superóxido SOD H202
8202 Catalasa 1-120, 02
Peroxidasas 1120
Mitocondria Superóxido SOD 8202
H202 Catalasa F120, 02
Peroxidasas 1120
Cloroplasto Superóxido SOD 8202
8202 Ascorbato ác. dehidroascórbico
peroxidasa GSH
NADP~
Glioxisoma 8202 Catalasa 820, 02
Peroxisoma 14202 Catalasa 820, 02
1.5.2.1. Superóxido dismutasa
La enzima superóxido dismutasa (EC 1.15.1.1), originalmente descubierta por
McCord y Fridovich en 1969, es una metaloproteina que cataliza la dismutación del radical
superóxido para formar oxígeno molecular y peróxido de hidrógeno, según la reacción ni
en la que es necesario una oxidación y posterior reducción del metal de transición que
acompaña a la enzima.
Enzima0~ + 02
Enzimared + 0<+ 2W
EnzimaÉ~d + 02
- ~ Enzima~ + 14202
02 + O; + 2W fr 14202 +02
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Se conocen tres familias principales de SOD que difieren en el metal constituyente
del grupo prostético: cobre/zinc (Cu/Zn-SOD), manganeso (Mn-SOD> o hierro (Fe-SOD>.
Estos tres grupos de enzimas, con gran variedad de isoenzimas, presentan diferente
localización subcelular y pueden diferenciarse experimentalmente por su sensibilidad al
cianuro (CN-) y al peróxido de hidrógeno (H202) (Tabla 6>. La enzima Cu/Zn-SOD se
inhibe de forma reversible por la acción del CN y de forma irreversible por H202, debido
a la acción de estos compuestos sobre el Cu. Las Fe-SOD y Mn-SOD, en cambio, sólo son
inhibidas por H202 (irreversiblemente), y no se afectan por la presencia de CN(Bowler
y col., 1992>.
Hasta el momento, los orígenes evolutivos de las distintas isoenzimas SOD no están
completamente claros. Sin embargo, el estudio de la secuencia de aminoácidos permite
suponer que los tres tipos de isoenzimas provienen sólo de dos familias filogenéticas, la
formada por la Cu/Zn-SOD y la que incluye a las Fe-SOD y Mn-SOD, ya que éstas
últimas comparten un gran porcentaje de la secuencia aminoacidica (Hassan y Scandalios,
1990; Scandalios, 1993).
TABLA 6. Características diferenciales de las tres familias de superóxido dismutasas
presentes en tejidos vegetales
SuPERÓXIDo DISMUTASAS
CoFACToR METALICO INHIBICION LOCALÍZACION SUECELULAR
Cu/Zn 14202 Citosol
KCN Cloroplastos (estroma)
Glioxisomas
Mn Mitocondrias (matriz)
Glioxisomas
Peroxisomas
Fe 14202 Cloroplastos (estroma)
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El papel fisiológico de la SOD ha sido objeto de numerosas investigaciones, en las
que se le atribuye un efecto protector frente al daño oxidativo producido por distintas
condiciones de estrés ambiental. La tolerancia a la desecación en plantas superiores (Burke
y Hatfield., 1987; Zhang y Kirkham, 1994> y musgos (Dhindsa y Matowe, 1981; Seel y
col., 1992> se ha relacionado con la existencia de elevados niveles de antioxidantes y con
una mayor actividad SOD, capaces de evitar la peroxidación lipídica y las alteraciones
de membrana (Leprince y col., 1990> inducidas por la deshidratación. La actividad SOD
está también relacionada con la sensibilidad de los tejidos vegetales a las bajas
temperaturas (Jahnke y col., 1991), a la anoxia (Monk y col., 1989) y a la invasión por
patógenos (Aver’yanov y col., 1993; Bowler y col., 1992). La resistencia a la acción de
ciertos patógenos se caracteriza por el desarrollo de una reacción de hipersensibilidad que
origina la muerte de las células próximas al lugar de penetración del patógeno. Para llevar
a cabo esta respuesta, la célula mantiene muy bajos niveles de actividad SOD, lo que
permite que el radical superóxido y las demás especies activas del oxígeno desencadenen
los procesos degenerativos que desembocan en la muerte celular (Fig. 4>.
El efecto perjudicial de ciertos contaminantes ambientales como el ozono (03> 0
el dióxido de azufre (SO2> está mediado por la formación del radical superóxido, peróxido
de hidrógeno y radical hidroxilo que degradan las membranas (Navari-Izzo y col., 1992)
e inician procesos de peroxidación, y en consecuencia, la sensibilidad de los tejidos
vegetales a estas sustancias dependerá en gran medida de su capacidad para activar los
mecanismos de eliminación de radicales libres (Badiani y col., 1993; Hausladen y col.,
1990; Wingsle y Hálígren, 1993).
Los procesos de senescencia y envejecimiento también se han relacionado con la
capacidad antioxidante de la SOD. Dhindsa y col. (1981) sugieren que la senescencia en
la hojas de Nicotiana tabacum se inicia por alteraciones en los lípidos de membrana
favorecidas por una actividad SOD disminuida. Asimismo, distintos autores (Puntarulo y
Boveris, 1990; Stewart y Bewley, 1980) han observado que la síntesis/activación de la
SOD tiene lugar durante las primeras horas de imbibición de semillas viables de soja,
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mientras que en las semillas envejecidas no se detecta, lo que favorece el incremento de
la peroxidación lipidica.
1.5.2.2. Catalasa
La catalasa (FC 1.11.1.6) es una enzima tetramérica cuyo centro activo está
formado por un grupo hemo en cada subunidad. Su función principal consiste en la
eliminación del peróxido de hidrógeno, para lo cual puede presentar dos actividades:
catalática y peroxidativa, con características cinéticas completamente distintas (Elstner,
1987>. Ambas actividades requieren la formación de un compuesto intermedio (Compuesto
1) entre la enzima y una molécula de peróxido de hidrógeno unidos a través del hierro del
grupo hemo, que pasa a tener estado de oxidación +5.
CAT+ H202 CAT- H2Q ---- -~
Compuesto ¡
Compuesto II
(inactive)
RH2
Acojan
peroxidativa
R+H20
El Compuesto 1, muy activo como oxidante, puede reaccionar con otra molécula
de H202 (actividad catalática> liberando oxigeno molecular o bien puede formar el
‘~1 ~‘
Acojan j j
catalatica
2H20+Q
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Compuesto 11, inactivo. Así mismo, el Compuesto 1 puede actuar sobre otros compuestos
donadores de electrones (actividad peroxidativa) formando los respectivos productos de
oxidación.
Se han descrito tres isoenzimas de la catalasa, con distinta localización subcelular.
CAT-1 y CAT-2 se han detectado en peroxisomas, glioxisomas y citosol y CAT-3 en
mitocondrias y citosol (Gianinetti y col., 1993). Sin embargo, son los glioxisomas y
peroxisomas los orgánulos donde esta enzima se encuentra mayoritariamente, ya que su
actividad en los demás orgánulos es muy baja (Thompson y col., 1987> o no existe, como
en cloroplastos donde la eliminación del peróxido de hidrógeno es llevada a cabo por las
enzimas del ciclo del ascorbato-glutation (véase apartado 1.5.2.3.>.
La c=atalasaacti~a fundamentalmente sobre el peróxido de hidrógeno producido en
la fotorrespiración (peroxisomas> y en la Ii-oxidación de los ácidos grasos (glioxisomas),
pero a pesar de su restringida localización, esta enzima desempeña un importante papel en
la defensa celular frente al estrés oxidativo, ya que el peróxido de hidrógeno es una
molécula que difunde fácilmente a través de las membranas (Bowler y col., 1992) por lo
que puede ser eliminado en zonas distantes de su lugar de formacion.
Los estudios realizados en semilla de soja (Puntarulo y col., 1988, 1991>
demuestran que durante las primeras fases de la germinación, el peróxido de hidrógeno
- -1 1formado se elimina mayoruanamente por la accion ue ta catatasa cuya autiviuau vs
considerablemente mayor que la de otras enzimas que pueden contribuir a su eliminación.
Otros autores (Cakmak y col., 1993; Klapheck y col., 1990) señalan, en cambio, que las
enzimas del ciclo de Foyer-Halliwell participan en la eliminación del peróxido de
hidrógeno durante las primeras horas de imbibición, aunque su actuación depende en gran
medida de la disponibilidad de NADPH.
Se ha demostrado que la actividad de la catalasa disminuye durante los procesos de
senescencia (Dhindsa y col., 1981, Thompson y col., 1987>; un descenso en su actividad
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se ha relacionado también con un aumento de la peroxidación lipídica inducida por
aluminio (Cakmak y Horst, 1991), mientras que el mantenimiento de altos niveles de
actividad de esta enzima (en coordinación con los demás sistemas antioxidantes) permite
la adaptación de las células vegetales a distintas situaciones de estrés (Kumar y Knowles,
1993; Mishra y col., 1993; Spychalla y Desborough, 1990>.
1 .5.2.3. Enzimas que participan en el ciclo de destoxificación del
peróxido de hidrógeno <ciclo de ascorbato-glutation)
La eliminación del peróxido de hidrógeno por la catalasa tiene lugar en glioxisomas
y peroxisomas (véase apartado 1.5.2.2.) ya que su actividad es muy baja o no detectable
en citosol, mitocondrias y cloroplastos. En las células animales, la destoxificación del
peróxido de hidrógeno (y de otros peróxidos orgánicos) en el citosol y la mitocondria está
catalizada por una enzima selenio-dependiente con actividad glutation (65H11 peroxidasa
(FC 1.11.1.9):
(iSH peroxidasa
14202 +2 GSH GSSG + 21420
La existencia de esta enzima en plantas superiores es discutible, ya que, aunque ciertos
autores han detectado su actividad (Drotar y col., 1985; Puntarulo y col., 1991; Yokota
y col., 1988), no ha sido posible, hasta el momento, el aislamiento de la enzima.
En células vegetales, la destoxificación del peróxido de hidrógeno mediada por
glutation tiene lugar mediante un mecanismo alternativo que opera tanto en cloroplastos,
donde fue originalmente descubierto por Foyer y Halliwell (1976) como en el citosol
(Alscher, 1989; Bielawski y Joy, 1986b; Dalton y col., 1993>. Este mecanismo
antioxidante, llamado ciclo de Foyer-Halliwell, ciclo del ácido ascórbico o ciclo del
ascorbato-glutation, implica sucesivas oxidaciones/reducciones del glutation, ácido
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ascórbico y NADPH en las que intervienen cuatro enzimas: ascorbato peroxidasa, (FC
1.11.1.11), monodehidroascorbatoreductasa (FC 1.6.5.4>, dehidroascorbato reductasa (FC
1.8.5.1) y glutation reductasa (EC 1.6.4.2).
El ciclo (Fig. 6) se inicia con la reducción del peroxido de hidrógeno a agua por
la acción de laascorbato peroxidasa (Apox), formándose monodehidroascorbato (MD), que
espontaneamente o por acción de la monodehidroascorbato reductasa (MDred> produce
dehidroascorbato (DM) (forma oxidada del ascorbato). La regeneración del ascorbato
reducido (sustrato de la ascorbato peroxidasa> puede tener lugar de forma enzimática
(dehidroascorbato reductasa, DHred) o no enzimática, pero siempre mediada por glutation
que pasa a su forma oxidada. La posterior reducción del glutation es catalizada por la
glutation reductasa (GSSGred) en una reacción dependiente de NADPH.
La efectividad de esta ruta antioxidante ha sido relacionada con la capacidad
de adaptación de las hojas (Gilham y Dodge, 1986, 1987; Jahnke y col., 1991; Walker y
McKersie, 1993) y callos (Kuroda y col., 1991) a las variaciones ambientales, con una
menor producción de plántulas anormales en el género Dasypyrum (de Cara, 1991>, con
la adaptación a la atmósfera de las plántulas sumergidas de arroz (Ushimaru y col., 1992)
y con la resistencia de las hojas a distintos contaminantes ambientales (Buckland y col.,
1991; Melhorri, 1990; Ranieri y col., 1993) y, en general, con la capacidad de los tejidos
vegetales para adaptarse a distintas situaciones de estrés (Pastori y Trippi, 1992; Smith y
col., 1989>. Recientemente se ha observado que el ciclo opera también en semillas. Las
enzimas de esta ruta antioxidante se han conseguido aislar de la fracción citosólica del
endospermo de semillas de ricino (Klapheck y col., 1990> y de semillas de trigo (Cakmak
y col., 1993), donde, sin embargo, no se ha encontrado actividad glutation peroxidasa.
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Figura 6. Ciclo de destoxificación del peróxido de hidrógeno (ciclo ascorbato-
glutation) descrito por Foyer y Halliwell <1976>.
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7.5.2.3. 1. Ascorbato peroxidasa
Las peroxidasas constituyen un grupo de enzimas que catalizan la oxidación de
distintas sustancias (donadores de electrones) por acción del peróxido de hidrógeno o de
hidroperóxidos orgánicos.
AH, + H, 02 (ROOH> A + 2 H20 (ROH +1420)
Respecto a sus funciones, las peroxidasas se dividen en dos grupos: a> aquellas en
las que el producto de oxidación desempeña un papel fisiológico (son las denominadas
guayacol peroxidasas) y b) peroxidasas cuya función es la eliminación del peróxido de
hidrógeno o hidroperóxidos orgánicos, utilizando para ello distintas sustancias como
donadores de electrones (glutation en células animales, citocromo c en levaduras y NADH
en procariotas) lo que parece sugerir una distribución filogenética. En los tejidos vegetales
el ácido ascórbico es el principal donador de electrones para este tipo de peroxidasas.
La peroxidasa del ascorbato es una hemoproteina que presenta dos isoenzimas
(Apox 1 y Apox II) con ciertas características diferenciales (Asada, 1992; Thomsen y col.,
1992>. La Apox 1 se localiza en cloroplastos, presenta una gran especificidad por el
ascórbico y se inactiva rápidamente en su ausencia. La Apox 11 se encuentra en citosol
y es la isoforma mayoritaria en tejidos no fotosintéticos, tiene menor especificidad por el
ascórbico (Dalton y col., 1987; Elia y col., 1992; Koshiba, 1993) ya que puede utilizar
otros donadores de electrones. La afinidad de estas enzimas por el peróxido de hidrógeno
es muy alta (superior a de la catalasa> por lo que son activas incluso cuando la
concentración de 14202 es muy baja.
Ambas isoenzimas son muy sensibles a la inactivación por tioles en presencia de
peróxido de hidrógeno (Chen y Asada, 1992). Las Apox pueden catalizar la oxidación de
los tioles por acción del peróxido de hidrógeno, formándose el radical tul que reacciona
con el grupo hemo, inactivándolo. Sin embargo, su afinidad por el ácido ascórbico es
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mayor que por los tioles y de esta forma, siempre que se mantengan niveles adecuados de
este compuesto, la enzima está protegida de la inactivación por grupos tiólicos, muy
abundantes tanto en el citosol como en los cloroplastos. Se deduce, por tanto, la
importancia del sistema regenerador del ácido ascórbico que mantiene los niveles
adecuados de este compuesto para que sea utilizado tanto como sustrato en la eliminación
del peróxido de hidrógeno como para evitar la inactivación de la ascorbato peroxidasa.
1.5.2.3.2. Monodehidroascorbato reductasa y dehidroascorbato reductasa
Las enzimas MDred y DHred son esenciales para el mantenimiento de los niveles
de ácido ascórbico que garantizan el funcionamiento del sistema destoxificador del
peróxido de hidrógeno. Ambas enzimas se han detectado tanto en el citosol como en los
cloroplastos de las plantas superiores y, al menos la MDred, se ha observado también en
las mitocondrias y los glioxisomas (Bowditch y Donaldson, 1990; Dalton y col., 1993).
El monodehidroascorbato (MD> es un radical que se origina por la oxidación
univalente del ácido ascórbico en procesos no enzimáticos (por reacción directa con 0<
ó ~0H; por reacción con radicales lipídicos o por autooxidación catalizada por metales)
o debido a la acción de ciertas enzimas, como la ascorbato oxidasa, aunque
fundamentalmente se forma como producto de reacción de la ascorbato peroxidasa
(Arrigoni y col., 1981>. El MD puede sufrir una dismutación espontánea que origina
dehidroascorbato (DH> y ascorbato (Bielski y col., 1981>. La regeneración del ácido
ascórbico se puede realizar a partir de MD, por medio de la MDred, o a partir de DH
en cuyo caso actúa la DI-Ired.
La reductasa del MLI es una flavoproteina que puede utilizar como donadores de
electrones tanto NADI4 como NADPH (Borraccino y col., 1989; Dalton y col., 1992) y
es la primera enzima cuyo sustrato aceptor de electrones es un radical (Hossain y Asada,
1985>. Se le atribuyen funciones de conexión entre el metabolismo de los glioxisomas y
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la respiración mitocondrial (Bowditch y Donaldson, 19%) y también se ha relacionado con
el control de la lignificación de paredes celulares (Dalton y col., 1993>, pero su función
se ha estudiado fundamentalmente en relación con el metabolismo del ácido ascórbico y
la eliminación del peróxido de hidrógeno.
El mecanismo de acción se inicia cuando la Enzima-FAD es reducida por
NAD(P)H, formándose el complejo de transferencia de carga Enzima-FADH2-NAD(P)~,
que posteriormente dona electrones al MD en dos reacciones sucesivas en las que se
transfiere un electrón:
Enzima-FAD + NAD(P>H ~ Enzima-FADH2 + NAD(P)~
Enzima-FADH2-NAD(P>~ + MD Enzima-FAD1+-NAD(P)~ + ascorbato
Enzima-FADI+-NAD(P)t + MD ~ Enzima-FAD + NAD(P>~ + ascorbato
El MD en ausencia de MDred puede formar ascorbato y DH como productos de
su dismutación; este compuesto puede reducirse de nuevo a ascorbato en presencia de
glutation, de forma no enzimática cuando el PH es próximo a 7 o por acción de la DH red
(Dipierro y Borraccino, 1991; Foyer y Halliwell, 1977>:
DHred
2 GSH + DH --_________ - ~. ascorbato + GSSG
Los estudios realizados en semillas de judía (Arrigoni y col., 1992> y en tubérculos
de patata (Borraccino y col., 1986> muestran la interrelación entre estas dos enzimas, que
compiten por el sustrato. Si existe una actividad elevada de MDred, disminuye mucho la
cantidad de MD que puede sufrir dismutación y consecuentemente la cantidad de DH del
medio. Por el contrario, si la actividad MDred es baja, la mayoría del MD pasa a formar
DII lo que permite la actuación de la DHred. Por lo tanto, para el correcto funcionamiento
del ciclo del ascorbato/glutation no es necesaria la coexistencia de ambas enzimas.
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1.5.2.3.3. Glutation reductase
La enzima GSSGred es una flavoproteina que cataliza la reducción del glutation
oxidado (GSSG) a expensas de la oxidación de su grupo prostético NADPH, según la
reacción:
GSSGred
GSSG + NADPH + FU ~ 20S14 + NADP~
Su función consiste en mantener una adecuada relación GSH/GSSG para permitir
el desarrollo de la actividad antioxidante del glutation, que además es necesario para la
eliminación enzimática del peróxido de hidrógeno en el ciclo del ascorbato/glutation.
La GSSGred ha sido detectada y purificada en una gran variedad de tejidos
vegetales como acículas de pino (Anderson y col., 1990; Wingsle, 1989>, plántulas y
raíces de guisante (Bielawsky y Joy, 1986; Madamanchi y col., 1992>, embriones de arroz
(Ida y Monta, 1971>, cotiledones de mostaza (Drumm-Herrel y col., 1989> donde se han
aislado diferentes isoenzimas localizadas tanto en el citosol como en los cloroplastos. La
afinidad por el GSSG y el NADPH es superior (presentan menores Km> en las isoenzimas
localizadas en los cloroplastos frente a la que se observa en las formas citosólicas
(Anderson y col., 1990).
El centro activo de la enzima está formado por FAD y por un puente disulfuro que
puede ser reducido por incubación con NADPH (Wingsle, 1989) provocando la
inactivación de la enzima. El GSSG, por el contrario puede restaurar el puente disulfuro
del centro activo, y protege a la enzima frente a los reactivos de los grupos -SH; sin
embargo, se ha observado que la isoenzima presente en cloroplastos es menos sensible a
la inhibición por NADPl-l (Connelí y Mullet, 1986), probablemente debido a que la
concentración de NADPH en cloroplastos es, en condiciones normales, bastante elevada.
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Por otra parte, se ha descrito que esta enzima desempeña un papel fundamental en
la defensa celular frente al estrés oxidativo (Edwards y col., 1994; Pastorí y Trippi, 1992),
ya que su actividad se incrementa o modifica en respuesta a la acción de herbicidas
(Schmidt y Kurnet, 1986> y altas concentraciones de oxígeno (Foster y Hess, 1980, 1982>,
así como frente al estrés hídrico (Burke y Hatfield, 1987; Gamble y Burke, 1984; Sgherri
y col., 1994> y bajas temperaturas (Esterbauer y Grilí, 1978; Smith y col., 1989>, aunque
los cambios en la cantidad total de GSSGred parecen ser menos significativos que los que
se producen en las diferentes isoenzimas (Foyer y col., 1991).
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1.6. Métodos para la determinación de la viabilidad y vigor de
las semillas
El valor de las semillas como medida de su calidad o bondad viene determinado por
las características de viabilidad y vigor de las mismas. La velocidad y uniformidad de la
germinación de semillas y del crecimiento de las plántulas y la velocidad y uniformidad
de la emergencia de las plántulas y de su crecimiento en el campo, así como la capacidad
germinativa de las semillas bajo un amplio rango de condiciones ambientales constituyen
un valor estimativo de las semillas para siembra.
La consecuencia de todas las alteraciones fisiológicas y bioquímicas señaladas en
el apartado 1.4.3. es la pérdida de la viabilidad y vigor de las semillas y, por tanto, el
deterioro o envejecimiento de las mismas. Estos cambios ocasionan la aparición de una
serie de síntomas o características que pueden servir de base para la determinación de la
pérdida de viabilidad. Por otra parte, conviene señalar que la mala conservación de las
semillas puede producir la denominada dormición secundaria, lo que puede dar lugar a
falsos resultados en los ensayos de viabilidad y vigor.
De cualquier modo, y como norma general, las pruebas de viabilidad deben ser
capaces de estimar de una forma adecuada, y a ser posible rápida, estos cambios en los
materiales biológicos a ensayar. Sin embargo, los ensayos de viabilidad y vigor de semillas
no pueden predecir el porcentaje de plántulas que emergerán en el campo, pero si pueden
indicar el comportamiento de las semillas en condiciones sub o supraóptimas. Esta
característica se utiliza para la comparación de distintos lotes de semillas y sirve para
identificar aquellos lotes que presentan máximos niveles de tolerancia y adaptabilidad a las
condiciones ambientales, pudiéndose utilizar alternativamente para identificar lotes de
semillas con emergencia rápida y uniforme.
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1.6.1. Ensayos de germinación
El objetivo final de un ensayo de germinación es el aportar información sobre el
valor de las semillas que van a ser destinadas a la siembra en el campo y, por otro lado,
comparar la capacidad germinativa entre distintos lotes. Sin embargo, el control de las
condiciones en los terrenos de experimentación generalmente no es satisfactorio, ya que
los resultados no pueden repetirse en las mismas condiciones. Por ello, se emplea la
experimentación en el laboratorio, puesto que las condiciones se pueden controlar e incluso
pueden ser óptimas, con lo que la germinación para la mayoría de las especies se realiza
de forma rápida y completa. Además si las condiciones están normalizadas se permite una
reproductividad, que disminuye las variaciones al utilizar diferentes lotes de semillas.
Precisamente la necesidad de una uniformidad en los resultados ha dado lugar a la
aprobación de diversas recomendaciones señaladas en la Normas Internacionales de
Ensayos de Semillas dictadas por la International Seed Testing Association (ISTA, 1985>.
En general, los ensayos de germinación se realizan con fracciones de semillas puras, sin
pretratamientos. Se deben efectuar varias repeticiones sobre distintos sustratos (papel,
arena o medios artificiales). Las semillas deben colocarse uniforme y adecuadamente en
el medio de germinación y se han de señalar también las condiciones en las que se ha
realizado (tiempo, temperatura constante/alternas, luz/oscuridad, humedad, etc.> Con las
semillas duras, impermeables, durmientes o recientemente recolectadas se permiten ciertos
pretratamientos (ISTA, 1985). Se puede proceder también a la desinfección del material
antes del ensayo y finalmente, se debe indicar el número de semillas vacías y dañadas
(insectos, rotas, etc.). Bajo estas condiciones la capacidad germinativa, expresada como
el porcentaje final de germinación, es el parámetro utilizado para señalar la calidad de las
semillas. Sin embargo, este parámetro no informa del comportamiento de las semillas
durante el periodo de germinación, aspecto que es muy relevante en relación al
comportamiento de las semillas en el campo e indicativo de la calidad comercial de las
mismas.
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Un comportamiento posible y frecuente de las semillas, en un ensayo de
germinación realizado en condiciones óptimas de laboratorio se presenta en la Figura 7.
En dicha figura se pone claramente de manifiesto que las semillas correspondientes a las
curvas A, B, C y D muestran un comportamiento totalmente diferente durante el periodo
de germinación, a pesar de que tienen la misma capacidad germinativa. Por tanto, el
porcentaje final de germinación es un parámetro necesario, pero no suficiente, para
describir la germinación de las semillas, ya que el comportamiento de éstas puede variar
dependiendo de distintos factores ambientales y genéticos.
Los métodos para evaluar la respuesta de la germinación de un lote de semillas son
diversos, pudiéndose dividir en dos grandes grupos: analíticos y gráficos. Entre los
primeros se puede citar el análisis de la capacidad germinativa, distintos indices de
germinación, análisis probit, métodos de regresión no lineal a modelos matemáticos,
análisis de supervivencia y la regresión de Harzard; mientras que la representación de
Arrhenius es el método gráfico más frecuentemente utilizado (Scott y col., 1984).
A pesar de esta diversidad, no existe un procedimiento normalizado y
universalmente aceptado para evaluar la germinación de semillas y la emergencia de
plántulas, debido a que la selección apropiada de un determinado método depende -en gran
medida- de la información que se desee obtener y de la descripción matemática que cada
investigador o analista quiera utilizar. En este sentido, los métodos gráficos proporcionan
menos información que los métodos de regresión no lineal, los análisis de supervivencia
o la regresión de Harzard, mientras que el tradicional análisis de la capacidad germinativa,
expresada como porcentaje final de germinación, es un simple valor que, aunque puede
ser comparado, sólo refleja la proporción final de respuesta de una población de semillas.
Otros métodos analíticos, considerados también tradicionales, como el análisis probit
(Wilson y col., 1989) y los índices de germinación no proporcionan suficiente información
sobre la localización y dispersión en el tiempo (Steiner y col., 1989).
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Figura 7. Evolución de la germinación de semillas en función del período de
incubación. A, B, C y D, algunas posibles situaciones que se pueden producir en
ensayos de germinación de semillas.
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Otra consideración que hay que tener en cuenta es la peculiaridad de los datos de
germinación de semillas. La germinación es un proceso que puede ser considerado como
una respuesta cualitativa de una semilla individual que sucede, en determinadas
condiciones, en un momento concreto. Sin embargo, cuando un lote de semillas es
expuesto a un determinado tratamiento, las semillas del mismo no responden, o pueden no
responder, de una manera uniforme y generalmente presentan un comportamiento distinto,
pudiéndose producir casos de ausencia de germinación, entre los que se incluyen la falta
de viabilidad inicial de las semillas, las pérdidas de viabilidad debidas a los tratamientos,
pérdidas accidentales, contaminaciones y pérdidas debidas a una terminación prematura o
anticipada del ensayo de germinación. Por tanto, es conveniente considerar la distinción
entre la ausencia de germinación debida a la falta de viabilidad inicial y la debida a otras
causas, al contribuir estas últimas a la distribución de la población. En consecuencia, en
un ensayo de germinación sólo podemos observar el comportamiento general de un lote
de semillas. Teniendo en cuenta esta hipótesis, el tiempo medio de germinación de un lote
de semillas puede ser considerado como una variable aleatoria, mientras que la media y
la varianza de este tiempo medio de germinación reflejan el comportamiento poblacional
de un lote de semillas.
Por consiguiente, a la hora de abordar el problema de la selección de métodos para
evaluar la germinación de semillas nos encontramos en una circunstancia en la que el
investigador o el analista decide, en un balance dificultad-información, la alternativa más
adecuada para una situación concreta.
1 .6.2. Ensayos de evaluación y crecimiento de plántulas
Estos ensayos generalmente se utilizan como ensayos complementarios a los de
germinación, ya que estos últimos no proporcionan información acerca de la robustez de
las plántulas. En un ensayo de germinación las semillas se dividen en semillas germinadas
y no germinadas y las plántulas en normales y anormales.
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Según la ISTA (1985> se entiende por:
PLÁNTULA
a>
NORMAL:
La que manifiesta la capacidad para continuar su desarrollo hacia la planta
normal, cuando crece en suelo de buena calidad, y bajo condiciones
favorables de agua, temperatura y luz.
La que posee todas las estructuras esenciales siguientes cuando se ensaya
en un sustrato artificial: 1) un sistema radicular bien desarrollado; 2> un
hipocótilo bien desarrollado e intacto y/o un epicótilo sin lesiones en los
tejidos conductores; 3> una hoja primaria bien desarrollada en las
Gramíneas, y 4> uno o dos cotiledones para monocotiledóneas o
dicotiledóneas, respectivamente.
ANORMAL:
es aquella que no manifiesta capacidad para continuar su desarrollo hacia
planta normal cuando crecen en un suelo de buena calidad, y bajo
condiciones favorables de agua, temperatura y luz.
No obstante, se clasifican como plántulas anormales las que presentan los
siguientes defectos cuando se ensayan en un sustrato artificial: 1) Plántulas
dañadas: sin cotiledones, con constricciones, con hendiduras, grietas o
lesiones en las estructuras esenciales, sin raíz, etc., y 2) Plántulas
deformadas: con un desarrollo de las estructuras esenciales débil o
desequilibrado (plúmulas, hipocótilos o epicótilos retorcidos en espiral o
atrofiados>, raíces atrofiadas, plántulas acuosas o vítreas o en las que se ha
detenido el desarrollo con posterioridad a la aparición de los cotiledones.
Todas estas anormalidades se encuentran perfectamente tipificadas en los anexos
de las normas internacionales de ensayos de semillas (ISTA, 1985>, las cuales también
PLÁNmLA
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distinguen entre semillas frescas no germinadas y semillas muertas. Estas últimas son
aquellas semillas que no han producido gérmenes al finalizar el período de ensayo prescrito
y que no son ni duras (manifiestan una impermeabilidad al agua impuesta por los
tegumentos> ni frescas (las que permanecen cerradas y aparentemente viables después del
período de germinacion.
Además de la evaluación de plántulas, otra línea de actuación viene dada por la
medida del crecimiento de las plántulas. En general, se determina la longitud de la raíz
como propusieron Smith y col., (1973> para determinar el vigor de las semillas de lechuga
o la longitud de la plúmula para los cereales según la propuesta de Perry (1977>. Fstos
ensayos junto con la medida de la longitud del hipocótilo o epicótilo y la determinación
del peso fresco y peso seco de las plántulas son habituales en la mayoría de los estudios
relacionados con la viabilidad y vigor de semillas, lo que ha dado lugar, por otra parte,
a la formulación de distintos indices de vigor, que consideran los parámetros de
crecimiento de las plántulas, para establecer comparaciones entre distintos lotes de semillas
como el indice de vigor (longitud de la plántula x porcentaje de germinación), índice de
uniformidad que mide la variación de la altura de una plántula en una población o el índice
de vigor mejorado si el anterior se multiplica por el porcentaje de germinación (Huang,
1989).
1.6.3. Ensayos de coloración
Desde 1930 numerosos ensayos de coloración se han ido desarrollando para conocer
la viabilidad de semillas debido fundamentalmente a la posible presencia de semillas
durmientes, que pueden falsear los ensayos de germinación ya comentados. Distintos
colorantes orgánicos como carmín índigo, violeta ácido, rojo neutro, azul de metileno,
marrón de Bismark, azul de Evans, naranja O y verde malaquita, y sales inorgánicas de
selenio y teluro se han utilizado con estos fines. La validez de estas técnicas de coloración
tiene por objeto establecer correlaciones, estadísticamente significativas, entreel porcentaje
63
INTRODUCCIÓN
de semillas viables y los resultados obtenidos en los ensayos de germinación. Sin embargo,
la coloración obtenida mediante estos ensayos depende de la penetración del colorante en
los tejidos. En relación con este aspecto cabe señalar que los colorantes de carácter ácido
no penetran, o lo hacen muy despacio, en las células vivas, las cuales pueden permanecer
sin colorear durante largos períodos, mientras que las células y tejidos muertos se tiñen
rápidamente (Duke y Kakefuda, 1981; Schoettle y Leopold, 1984>. Según Overaa (1984>,
los colorantes que no penetran completamente en la células vivas se pueden clasificar en
los siguientes grupos:
1. Colorantes trifenilmetano: fuschina ácida, verdeácido, violeta ácido, anilina
azul soluble en agua.
II. Colorantes azo: rojo Congo, rojo Bordeaux, rojo Bierbrich.
lil. Carmín de índigo, que según Rostovtsev y Lyubich (1978> parece el más
adecuado.
Paralelamente al desarrollo de estos métodos se ha producido una intensa
investigación en relación con algunos procesos metabólicos como la respiración y las
enzimas implicadas. Entre los métodos que detectan estas alteraciones se puede señalar el
ensayo del dinitrobenzol, que se convierte por la respiración de las células en
nitrofenilhidroxilamina y nitranilina. Cuando las semillas son expuestas a vapores de
amoníaco, la nitrofenilhidroxilamina se tiñe de un color púrpura característico, indicativo
del grado de viabilidad de las semillas. Otros, sin embargo, no han prosperado y sólo
aquellos basados en la presencia de las deshidrogenasas de los tejidos vivos se han
encontrado satisfactorios. El ensayo topográfico del tetrazolium es el más ampliamente
utilizado y ha sido adoptado como ensayo de obligada realización, según las normas
dictadas por la International Seed Testing Association (ISTA, 1985; Martínez-Vasallo y
Burgos Ródenas, 1987), para la certificación de la calidad de algunas especies por diversas
estaciones de análisis de semillas, incluido el Instituto Nacional de Semillas y Plantas de
Vivero (INSPV> del Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentación.
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El fundamento del método se basa en que las semillas captan el cloruro o bromuro
de 2,3,5 trifeniltetrazolium en forma de solución incolora. Este compuesto interacciona en
el interior de los tejidos y gracias a los procesos reductores de las células viables, acepta
el hidrógeno de las deshidrogenasas transformándose en trifenil formazano (sustancia
estable, no difusible y de color rojo>. En las células no viables, la actividad de las
deshidrogenasas está disminuida o no existe, por lo que no se produce la reducción del
trifeniltetrazolium y los tejidos aparecen incoloros.
Este ensayo principalmente cubre la posibilidad de identificar semillas viables y no
viables, pero si lo que se quiere es realizar una evaluación para reseñar distintas
categorías, la determinación debe ser mucho más precisa, p.e. debe realizarse en
embriones o estructuras esenciales como los meristemos, que como se sabe son necesarios
para el desarrollo normal de las plántulas. Para ensayos oficiales de la ISTA, este
procedimiento está limitado a las especies aprobadas y enumeradas en la Reglas Oficiales
(ISTA, 1985). Se utiliza en el caso de especies que normalmente tardan mucho en
germinar o presentan latencia al utilizar los métodos de germinación descritos en las reglas
ISTA para determinar rápidamente la viabilidad de las muestras de semillas y también para
determinar la viabilidad, bien en una muestra de trabajo, o en semillas individuales en el
caso particular de las muestras que al finalizar el ensayo de germinación presentan un
elevado porcentaje de semillas latentes.
El objeto del ensayo en usos no oficiales es obtener rápida información acerca de
la viabilidad, indemnidad de las semillas viables y de la probabilidad o causas para una
disminución del rendimiento en el almacenamiento o bajo condiciones de siembra. Sin
embargo, en los estudios realizados en semillas de girasol (de Paula y col., 1991a), soja
(Mason y col., 1982) y trigo (Aspinall y Paleg, 1971) se observa la falta de
correspondencia entre los ensayos de germinación y la prueba topográfica de tetrazolium,
que se traduce en una sobreestimación de la viabilidad, tanto mayor cuanto mayor es el
deterioro. Esta variable selectividad del ensayo del tetrazolium podría también atribuirse
a una falta de activación de las enzimas respiratorias que daría lugar a una coloración
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heterogénea y aleatoria (de Paula y col., 199 la>.
Finalmente, cabe citar también otros métodos para la determinación de la viabilidad
relacionados con los anteriores y basados en la utilización de las técnicas de contraste de
rayos X, mediante los cuales se analiza la absorción de sales de bario que penetra en las
semillas deterioradas. Esta técnica ofrece la ventaja de ser un método rápido, no
destructivo, de fácil utilización y de carácter topográfico y semicuantitativo.
Recientemente, van der Burg y col. (1994>, así como el equipo de Chavagnat, en el
Instituto Agronómico de Angers (Francia), han revitalizado este método obteniendo
resultados espectaculares en semillas (secas, bajo contenido en humedad e inmaduras> y
en otros órganos como flores, yemas, espigas e inflorescencias (Chavagnat, 1987;
Chavagnat, 1989a, 1989b>.
1.6.4. Ensayos de liberación
La liberación de solutos tiene lugar de forma natural durante la primera etapa de
la germinación de las semillas, que comprende la captación de agua y la consiguiente
hidratación de las células para permitir el restablecimiento de la actividad metabólica.
Durante este proceso de imbibición (véase apartado 1.3.> se produce la salida de
numerosos componentes orgánicos, generalmente sustratos energéticos, y de electrolitos
necesarios para la germinación y el desarrollo de las plántulas. Los solutos liberados son
el sustrato idóneo para el crecimiento de patógenos, que pueden fácilmente infectar los
tejidos durante la imbibición (Duke y col., 1983; Woodstock, 1973), lo que afectaría
negativamente al vigor. Por otra parte, la alteración y desorganización de las membranas
durante el envejecimiento permite una mayor liberación de estos compuestos lo que ha
permitido desarrollar una serie de ensayos rápidos, sencillos y de bajo costo basados en
la cuantificación de los solutos liberados durante la rehidratación de las semillas
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1.6.4.1. Med¡da de la liberación de sustancias al medio
Algunos autores han estudiado la liberación de solutos al medio mediante la
determinación de la absorbancia a 260 y 280 nm (que corresponden a compuestos de
naturaleza fenólica, ciertos aminoácidos, nucleótidos y fundamentalmente ácidos nucleicos>
en los exudados procedentes de semillas envejecidas de sorgo (PerI y col., 1978), soja
(Schoettle y Leopold, 1984>, girasol (Torres y Martinez-Honduvilla, 1990), guisante,
garbanzo y algodón (Deswal y Sheoran, 1993>.
Existe otro tipo de ensayos basados en la detección de compuestos específicos que
son liberados en mayor medida en las semillas envejecidas, como es el caso de la sinapina,
sustancia fluorescente que se ha observado en los exudados de semillas de repollo no
viables (Hill y col., 1988; Taylor y col., 1988) y que ha permitido desarrollar un método
sencillo de determinación de la viabilidad de estas semillas. Asimismo, la glucosa liberada
por las semillas deterioradas se detecta fácilmente mediante la inmersión en los lixiviados
de tiras o tabletas reactivas utilizadas en los análisis de orina (Martinez-Honduvilla y
Santos-Ruiz, 1975). Cuando las semillas son viables no se altera el color de las tiras,
mientras que cuando son inviables adquieren distintas tonalidades de color verde
dependiendo de la concentración de azúcar exudada al medio. Como en el caso anterior,
este ensayo cubre la posibilidad de identificar semillas viables y no viables, siendo
necesario la cuantificación por métodos de espectrofotometría visible para la identificación
de estados intermedios o dudosos. La determinación del pH de los exudados a los treinta
minutos de imbibición ha sido propuesto recientemente (Tyagi, 1993> como método para
estimar rápidamente la capacidad germinativa en semilla de soja, aunque su efectividad no
se ha confirmado para otro tipo de semillas.
Por otra parte, algunos autores (Duke y Kakefuda, 1981; Duke y col., 1983, 1986>
han observado también la liberación de distintas enzimas marcadoras de orgánulos y
sustancias citoplasmáticas de alto peso molecular durante el proceso de imbibición de
semillas de soja lo que pone de manifiesto la alteración y desorganización de las
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membranas y el grado de destrucción celular. Asimismo, el estudio de la diferente cinética
de liberación de determinados iones presentes en los exudados de las semillas,
fundamentalmente potasio y sodio (Mukhtar y Laidman, 1982; Mullet y Considine, 1980;
Senaratna y McKersie, 1983; Woodstock y col., 1985) se ha sugerido también como
método para la evaluación de la calidad de las semillas, pero los resultados son
contradictorios.
Se han desarrollado, por tanto, diferentes métodos para determinar la calidad de
las semillas basándose en el análisis de los componentes de los exudados. Estos ensayos
son un índice de la debilidad de las membranas y por tanto una medida indirecta del
deterioro de las semillas. Sin embargo, la detección global de los electrolitos liberados
durante la imbibición de las semillas se puede realizar analizando la conductividad eléctrica
de sus exudados, lo que ha posibilitado el desarrollo de un método mucho más simple y
preciso (Powell, 1986) para detectar las alteraciones de membrana producidas durante el
envejecimiento celular.
1.6.4.2. Ensayo de la conductividad eléctrica
La medida de la conductividad eléctrica (CE> para determinar la viabilidad de las
semillas fue propuesta por primera vez por Fick y Hibbard en 1925, al observar la gran
resistencia al paso de corriente eléctrica de los lixiviados procedentes de semillas de alfalfa
y trébol. Desde entonces se han realizado numerosos trabajos que relacionan la
conductividad eléctrica, la viabilidad y el vigor de las semillas. La germinación de
distintos lotes de semillas de judía, soja y algodón fue determinada adecuadamente por este
método (Steere y col., 1981) y posteriormente este procedimiento ha revelado su utilidad
no sólo para determinar la germinación de diversos lotes comerciales de semillas de
algodón (PerI y Feder, 1983>, sino también para indicar la tasa de emergencia en
condiciones óptimas y de campo y el peso de las plántulas.
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La medida de la conductividad de los exudados de las semillas durante la
imbibición permite monitorizar el proceso de rehidratación de las semillas y detectar la
capacidad de reorganización celular, que es un requisito indispensable para permitir la
adecuada germinación de las semillas (Hampton y Coolbear, 1990). Las primeras
determinaciones de la conductividad eléctrica se realizaban por medida de la
resistencia/conductancia (gmhos) de los exudados de las semillas sumergidas en agua. Sin
embargo, la constante investigación en este campo ha dado lugar al desarrollo de un nuevo
instrumento denominado analizador automático de semillas (ASA, Automatic Seed
Analyzer) (Steere y col., 1981>, mediante el que se puede predecir la germinación de un
lote de semillas por medida individualizada de la intensidad (¡¿amperios) de corriente
eléctrica (ICE> de los exudados de 100 semillas, y el cual se describe detalladamente en
el apartado de materiales y métodos.
Sin embargo, el método presenta algunas limitaciones que se han puesto de
manifiesto en distintos trabajos (Hepburn y col., 1984; Queiroga, 1989; Smith y Dobrenz,
1987>. En general, los factores que afectan la medida de la conductividad eléctrica son,
entre otros, los siguientes: temperatura y tiempo de imbibición, voltaje de trabajo,
caracteres morfológicos de la semilla, contenido de humedad de la semilla, daño de las
semillas, especie y cultivar.
De todos estos factores los más intensamente estudiados son los que a continuación
se describen:
A. EFECTO DE LA TEMPERATURA DE IMBIBICIÓN:
El aumento de la intensidad de corriente eléctrica que se observa al aumentar la
temperatura se atribuye fundamentalmente al aumento de los electrolitos liberados de las
semillas (Dadlani y Agrawal, 1983; Queiroga, 1989), pues, aunque la temperatura influye
en la conductividad eléctrica de las soluciones (Hopper y Hinton, 1987), este efecto es
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difícil de cuantificar en los exudados de las semillas. Del mismo modo, Givelberg y col.,
(1984> ha señalado que la continua liberación de iones (observado por un aumento
progresivo en la conductividad eléctrica> que tiene lugar durante todo el período de
imbibición de las semillas cuando la determinación se realiza a temperaturas elevadas (45
y 50 0C> se debe a la alteración de las propiedades de permeabilidad de las membranas.
Por otra parte, Murphy y Noland (1982), consideran que la liberación de electrolitos
depende de la velocidad de captación de agua, que a su vez está favorecida por el descenso
de la viscosidad que tiene lugar al aumentar la temperatura.
Diversos autores han señalado asimismo que la temperatura de imbibición es la
causa principal de la alteración de la ICE (Bruggink y col., 1991; Halloin, 1975;
McDonald y Wilson, 1979>, por lo que para conseguir una óptima predicción de la
germinación y permitir la comparación entre distintos lotes de semillas es necesario
realizar las determinaciones manteniendo la temperatura constante.
R. EFECTO DEL TIEMPO DE IMBIBICIÓN:
La salida de electrolitos se produce de forma continuada durante todo el proceso
de imbibición, pero es necesario fijar un tiempo adecuado de imbibición que permita
comparar los valores finales de conductividad eléctrica de distintos lotes de semillas y que
por otra parte no sea muy prolongado ya que la semilla puede iniciar el proceso de
protrusión radicular, que afecta necesariamente a la cinética de liberación de soNtos. Por
ello es necesario realizar ensayos previos para adecuar el tiempo de imbibición en cada
tipo de semilla, especie y cultivar; así el tiempo recomendado para las lecturas de
conductividad eléctrica es de 24 horas para semillas de girasol (de Paula, 1994>, 20 horas
en semillas de algodón (Hopper y Hinton, 1987), 8 horas en semillas de repollo (Hill y
col., 1988) y 73 horas en maíz (Bruggink y col.,1991).
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c. En~CTo DE LOS CARACTERES MORFOLÓGICOS:
El peso y la superficie específica (cm2/g) son las características morfológicas más
estrechamente relacionadas con la cantidad total de electrolitos y la velocidad con que éstos
aparecen en el exudado, por lo que al analizar el exudado individual de las semillas por
medio del equipo ASAC es necesario corregir el efecto del tamaño, clasificando las
semillas en lotes uniformes (McDonald y Wilson, 1979).
Hoy y Gamble (1985) observaron en semillas de soja que los niveles de corriente
por semilla, medidos con un equipo ASA-610 se incrementaban al aumentar el tamaño de
la semilla. El test individualizado de conductividad (ASA-610) reveló también diferencias
de vigor entre los distintos tamaños de las semillas dentro de un mismo lote.
D. EFECTO DE LA HUMEDAD DE LA SEMILLA:
El contenido inicial de humedad de la semilla influye en la velocidad de liberación
de electrolitos (Simon y Wiebe, 1975) y también en las lecturas de CE (Parrish y Leopold,
1977>. Con el aumento de humedad de la semilla disminuyen los valores de ICE. Las
semillas de baja humedad presentan un aumento de la liberación de electrolitos como
consecuencia de la rápida entrada de agua, culminándose con la rotura de las membranas
y el deterioro de las semillas (Dadlani y Agrawal, 1983>. Las semillas con mayor
porcentaje de humedad presentan una menor liberación de electrolitos debido a una baja
velocidad de entrada de agua, (Tao, 1978). Asimismo, Halder y Gupta (1980) detectaron
menores valores de CE en semillas de girasol almacenadas a humedad a saturación, que
en aquellas sometidas a un 50 % de humedad relativa. Por otra parte, la hidratación lenta
y controlada de [as semillas mediante soluciones de polietilenglicol, reduce el daño de las
membranas durante la imbibición y evita la salida masiva de electrolitos (Powell y col.,
1986; Woodstock y Taylorson, 1981).
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Otros autores (Leopold, 1980; Parrish y Leopold, 1977; Vertucci y Leopold, 1983)
por el contrario, han observado en semilla de soja que la velocidad de entrada de agua
durante los primeros minutos de hidratación es superior en las semillas con un mayor
contenido de humedad. Estos autores proponen que es debido a que los tejidos
parcialmente hidratados presentan una menor resistencia a la humectación. Sin embargo,
la liberación de electrolitos, medida por CE, fue siempre superior en las semillas menos
hidratadas, lo que demuestra que el daño producido por la entrada de agua (lenta o
rápidamente> se atenúa con la hidratación de las semillas.
El contenido inicial de humedad de la semilla altera la predicción de la germinación
estimada a través de la conductividad eléctrica y, por lo tanto, el empleo de semillas con
distinto contenido de humedad puede dar lugar a resultados considerablemente distintos,
tanto más cuanto más diferentes sean los porcentajes de humedad de los distintos lotes
(Queiroga, t989).
E. EFECTO DEL DAÑO MECÁNICO:
Matthews y Rogerson (1976), encontraron variaciones en la conductividad eléctrica
de distintos lotes de semillas, las cuales fueron directamente asociadas con las lesiones
observadas mediante el ensayo del tetrazolium. Powell y Matthews (1979) observaron que
las hendiduras en la testa permiten una rápida absorción de agua, que asociaron a las áreas
muertas en el cotiledón y a la gran conductividad del agua de imbibición. Las
investigaciones realizadas posteriormente (Bruggink y col., 1991; Duke y col., 1986;
Wann, 1986> sobre el efecto del daño mecánico de la testa en la conductividad eléctrica,
concluyen que la ruptura de las capas protectoras de las semillas contribuye al aumento de
la liberación de electrolitos y por tanto al aumento en la conductividad eléctrica de los
exudados.
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La eliminación de la testa/pericarpio en las semillas influye de forma determinante
en las lecturas de conductividad eléctrica. La testa de las semillas de soja (Duke y col.,
1986> tiene como función evitar la entrada rápida de agua en la semilla y por tanto su
eliminación resulta en un importante daño en el embrión durante el proceso de imbibición.
En semillas de cacahuete (Abdel Samad y Pearce, 1978>, la testa no actúa como una
barrera física para la captación de agua, además de liberar sustancias durante el proceso
de imbibición contribuyendo por tanto al aumento de la conductividad eléctrica
1 .6.5. Determinación de actividades enzimáticas
Aunque las investigaciones sobre alteraciones bioquímicas en semillas deterioradas
también se han centrado en el estudio de enzimas, sin embargo, las determinaciones de
actividades enzimáticas como técnicas para predecir la viabilidad y vigor de semillas que
con mayor frecuencia se utilizan hacen referencia a la actividad glutamato descarboxilasa
(Bautista y col., 1964; James, 1968; Ram y Wiesner, 1988>, malato deshidrogenasa (de
Paula y col., 1993>, alcohol deshidrogenasa y citocromo oxidasa (Throneberry y Smith,
1955).
En otros casos, se realizan determinaciones indirectas con el empleo de distintos
colorantes como hemos señalado con anterioridad en el apartado 1.6.3., mediante las
cuales se ha interpretado el deterioro de semillas, sobre todo en relación con las
alteraciones observadas en las mitocondrias.
Conviene señalar, no obstante, que la determinación de actividades enzirnáticas
como sistema indicador de la viabilidad y vigor de semillas, constituye uno de los
procedimientos más exactos y rigurosos, que ofrecen una mayor información sobre la
calidad o bondad de las semillas. Paradójicamente, y de acuerdo con lo anteriormente
indicado, este tipo de determinaciones no está generalizado, debido fundamentalmente a
los propios condicionantes de estos ensayos, los cuales requieren mayor tiempo de
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ejecución y personal especializado, lo que contribuye, junto con su coste, al hecho
concreto de ser una alternativa poco utilizada por las estaciones e institutos dedicados a
la certificación oficial de semillas.
1.6.6. Ensayos de envejecimiento acelerado y deterioro controlado
El envejecimiento natural suele requerir, según el tipo de semilla (Harrington,
1972), períodos más o menos prolongados para alcanzar una pérdida total de viabilidad
(semillas totalmente envejecidas>. Por ello, desde hace algunos años se aplican métodos
que permiten acelerar el proceso de envejecimiento mediante el almacenamiento de
semillas en condiciones ambientales extremas. Estos métodos o técnicas reciben el nombre
de envejecimiento artificial y constituyen, con algunas limitaciones, un sistema adecuado
de estudio del fenómeno de envejecimiento de semillas, ya que en poco tiempo pueden
obtenerse muestras con distintos grados de viabilidad. Así pues el envejecimiento artificial
se diferencia del natural en su rapidez.
La aplicación de este tipo de métodos de envejecimiento artificial se está
convirtiendo en una práctica habitual en los grupos de investigación dedicados a estos
temas (Tabla 7), especialmente cuando se trabaja con especies altamente interesantes desde
el punto de vista económico o con aquellas que necesitan períodos muy largos de
almacenamiento para perder su viabilidad de forma natural (Matthews, 1994>. Estas
técnicas también se utilizan en estudios de rendimientos de cultivos. En este sentido,
Saxena y Maheswari (1980> han demostrado, como cabría esperar, que el envejecimiento
artificial aplicado a semillas de soja produce plántulas con vigor muy reducido, por lo que
su utilización puede considerarse como un buen estimador del rendimiento en el campo.
En general, parece que las alteraciones observadas en semillas artificialmente
envejecidas son muy similares a las encontradas en semillas envejecidas de forma natural,
lo que supone la conveniencia de la utilización de este tipo de técnicas para el estudio
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de la pérdida de viabilidad, dada la rapidez que reportan en cuanto a la obtención de
muestras con diferentes grados de viabilidad. No obstante, presentan el inconveniente de
que en muchas ocasiones conducen al crecimiento de microorganismos y hongos en las
semillas, los cuales podrían ser los causantes de numerosas alteraciones en las mismas.
TABLA 7. Algunos ejemplos de especies de interés sometidas a diferentes ensayos de
envejecimiento artificial (acelerado y controlado).
ESPECIE AUTORES Y REFERENCIAS
Cebada Hubber y col., 1982 Agron J 74, 387-389
Anderson, 1980. Crop Sci. 10, 36-39
Girasol Halder y col., 1983. Seed Sci. Technol. 11, 331-339
Maíz Berjak y Villiers, 1972. New Phytol. 71, 135-144
Pino González-Juliá y col., 1983. Rey. Esp. Fisiol. 39, 409-416
Sésamo Saxena y col., 1985. Indian .1. Plant Physiol. 28, 35-42
Soja Stewart y Bewley, 1980. Plant Physiol. 65, 245-248
Priestley y Leopold, 1983. Physiol. Plant. 59, 467-470
Sorgo Gelmond y col., 1978. J. Exp. J3ot. 28, 489-495
Peri y col., 1978. Ann. Bot. 28, 227-236
Tomate Francis y Coolbear, 1985. J. Exp. Bot. 53, 1764-1770
Trigo Dell’Aquilla, 1987. Plant Physiol. Biochem. 25, 761-768
Conviene señalar que existen datos contrarios sobre la semejanza de efectos
observados entre ambos tipos de envejecimiento. Consecuentemente, es necesario no
olvidar que el envejecimiento artificial es un modelo experimental del que hay que
verificar en cada caso su posible similitud o paralelismo con el envejecimiento natural. Así
por ejemplo, según Priestley y Leopold (1983>, semillas de soja sometidas a
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envejecimiento natural (44 meses a 4 0C y baja humedad> sufrieron una marcada reducción
de vigor y viabilidad que fue asociada a una disminución en la proporción de ácidos grasos
poliinsaturados. En cambio, cuando las mismas semillas fueron sometidas a un
envejecimiento acelerado (varios días a 40 ‘C y alta humedad> se observó una disminución
comparable de vigor y viabilidad, pero sin cambios en el contenido de ácidos grasos
poliinsaturados.
Como ya se ha indicado, la pérdida total de viabilidad puede considerarse como el
resultado final de una serie de cambios fisiológicos, bioquímicos y genéticos que suceden
durante el envejecimiento. Sin embargo, antes de que se produzca la muerte de las
semillas, la tasa de envejecimiento aumenta en distintas proporciones, dependiendo
principalmente del contenido en humedad de la semilla, de la temperatura y de la presión
de oxigeno a que hayan estado sometidas las semillas durante su almacenamiento. Puesto
que la pérdida de viabilidad depende del entorno en que son almacenadas las semillas, las
técnicas de envejecimiento artificial suelen consistir en el almacenamiento de semillas a
altas temperaturas, alto contenido en humedad y distinta composición atmosférica, y se
logran mediante los ensayos de envejecimiento acelerado y controlado.
El primero de estos ensayos fue desarrollado por Delouche en 1965 como ensayo
de calidad de semillas en la Universidad Estatal de Mississippi, aunque algunos años antes
Helmer (1962> había sugerido que el ensayo de envejecimiento acelerado podría utilizarse
para predecir el comportamiento de semillas durante su almacenamiento. Este ensayo ha
sido ampliamente utilizado en semillas de soja y se ha adoptado como método de análisis
de vigor en algunos laboratorios privados.
El envejecimiento acelerado consiste, básicamente, en someter a las semillas a un
ambiente de humedad a saturación (96-100 %> y a altas temperaturas (superiores a 40 0C>
durante tiempos variables, que oscilan según el material de que se trate entre 2 y 60 días.
No obstante, las combinaciones tiempo-temperatura más habituales varian entre 72 y 96
horas en un rango de 40 a 45 “C. Durante este tiempo y a estas temperaturas se producen
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graves daños en las células y alteraciones en los sistemas enzimáticos y en los ácidos
nucleicos, lo que origina un rápido deterioro de las semi]las.
El envejecimiento artificial de semillas también puede realizarse mediante el
denominado ensayo de envejecimiento controlado o de deterioro controlado. Este ensayo
descrito en 1980 por Matthews en especies hortícolas de pequeño tamaño, se basa en el
mismo principio que el ensayo de envejecimiento acelerado; sin embargo, mediante el
ensayo controlado se incorpora un mejor control de la temperatura y del contenido de
humedad de la semilla. Para su realización se requiere disponer de un baño de agua
termostatizado, una balanza y paquetes de aluminio para introducir las semillas. El ensayo
se realiza con lotes de semillas de humedad conocida, determinada de acuerdo con las
normas internacionales de ensayos de semillas, que se colocan en círculos de papel de
filtro humedecido para que se embeban hasta la humedad deseada, controlándola por
sucesivas y frecuentes pesadas. Una vez embebidas las semillas, se colocan en un
recipiente precintado y se mantienen toda la noche en un lugar fresco (10 0C> con el fin
de que la humedad se distribuya homogéneamente. Luego las muestras se colocan en
paquetes cerrados y se incuban 24 horas a 45 0C. Del mismo modo, finalizado el ensayo
se procede a la evaluación de las semillas envejecidas. Sin embargo, los resultados
obtenidos para algunas especies como la lechuga, no son totalmente satisfactorios (Powell
y col., 1984) y en consecuencia se han ido desarrollando otros métodos o proponiendo
métodos alternativos como el descrito por Bruggink (1989) basado en equilibrar el
contenido de humedad de las semillas de maíz con la humedad relativa durante el
almacenamiento. Otros métodos de envejecimiento acelerado propuestos incluyen distintos
sistemas. Entre éstos cabe señalar:
1) Inmersión en agua caliente durante períodos variables como se ha utilizado en
algodón (Bourland y col.,1988>, judías (Pandey, 1989> y trigo (Bhattacharya y col.,
1985>.
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2) Tratamientos térmicos (de Paula, 1991; Likhatchev y col., 1985; Roberts y
Abdalla, 1968>.
3) Métodos que implican irradiación y altas presiones de oxigeno (Wilson y
McDonald, 1986).
4) Tratamientos conjuntos de altas y bajas temperaturas en combinación con otros
ensayos de vigor como el propuesto por Barla-Szabó y Dolinka (1988) para las
semillas de trigo y maiz.
En general, puede decirse que la técnica de envejecimiento artificial de semillas
constituye un test de vigor rápido, económico y sencillo, aplicable a todas las especies de
interés industrial, y que sólamente requiere optimizar el período de envejecimiento
dependiendo de la sensibilidad de la especie a la que se aplica este método.
1.6.7. Otros métodos
Además de los ensayos comentados en los apartados anteriores, la determinación
de la viabilidad y vigor de las semillas puede realizarse mediante otros procedimientos.
Entre estos cabe señalar:
a) Ensayos en frío, diseñados inicialmente para la determinación de la viabilidad de
semillas destinadas a siembra temprana o primaverales, y que han sido empleados
frecuentemente como hemos descrito con anterioridad (Mason y col., 1982; Torres
y Martínez-Honduvilla, 1990).
b) Ensayos para la identificación de patógenos como el ensayo de Hiltner, que fue
inicialmente propuesto para el reconocimiento de Fusarium spp.
e) Determinación del consumo de oxígeno (Torres y Martínez-Honduvilla, 1987>.
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Las semillas presentan ciertas características diferenciales respecto del resto de los
organismos vivos, que les permiten sobrevivir en un amplio rango de condiciones
ambientales, manteniendo la capacidad de generar nuevos individuos de su misma especie.
Sin embargo, la longevidad de las semillas, así como la calidad y/o bondad de las mismas,
depende en gran medida de la existencia de mecanismos celulares de protección tanto
frente a los ambientes adversos, como a las operaciones y manipulaciones a que son
sometidas, desde su maduración hasta la siembra. En este sentido, las condiciones de
almacenamiento tienen una especial influencia, ya que con frecuencia conducen al
envejecimiento de las semillas, lo que conlíeva la pérdida de viabilidad y vigor de las
mismas.
Desde un punto de vista bioquímico, el estudio del envejecimiento en las semillas
presenta un especial interés, ya que permite investigar las reacciones de deterioro, así
como las principales estructuras afectadas por ellas, en sistemas biológicos donde la
actividad metabólica está muy disminuida y por tanto no es posible la reposición o
reparación de los componentes alterados. Asimismo, la incidencia de las condiciones de
almacenamiento en los procesos degenerativos y el estudio de la respuesta fisiológica de
las semillas durante la germinación, proporcionan una información de vital importancia
para preservar las características de la nueva planta.
Teniendo en cuenta estas consideraciones, y de acuerdo con el estado actual de las
investigaciones sobre la fisiología y bioquímica de las semillas, señalado en el apartado
anterior, el trabajo que se presenta implica la siguiente formulación de objetivos:
1.- Evaluación de la capacidad germinativa y características de vigor de las semillas
de girasol cv. Peredovik sometidas a condiciones adversas de almacenamiento que
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favorecen su envejecimiento precoz, considerando los dos principales factores
implicados en el desarrollo de reacciones de deterioro, la humedad y la
temperatura.
2.- Una vez analizadas las posibles alteraciones fisiológicas que implican la pérdida de
la viabilidad de las semillas, se profundizará en el estudio de las modificaciones de
la funcionalidad de las estructuras celulares directamente afectadas por acción del
envejecimiento.
3.- Asimismo, se abordará el estudio de los mecanismos de protección que actúan tanto
en las semillas en estado seco o quiescente, y, por tanto, metabólicamente
inactivas, como en las semillas en la fase pregerminativa, durante la cual se ponen
a punto los sistemas enzimáticos de reparación y los procesos metabólicos que
permiten la culminación del proceso de germinación.
4.- Se analizará además la posible influencia del tamaño de las semillas de acuerdo con
su correspondiente categoría comercial, como único elemento diferencial entre las
semillas de girasol procedentes del mismo cultivar, en cada uno de los objetivos
anteriormente planteados.
Finalmente, cabe señalar que el conocimiento de los distintos procesos relacionados
con el envejecimiento de las semillas podría servir de base para el desarrollo de
tratamientos específicos encaminados a contrarrestar los efectos del deterioro, así como
para la puesta a punto de técnicas que permitan estimar de forma rápida y fiable la calidad
de las semillas, lo que reviste un especial interés para la conservación de recursos
fitogenéticos.
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3.1. Material biológico
El girasol pertenece al género Hetianthus. Este género reúne más de cincuenta
especies con una gran diversidad genética, siendo Helianthus annuus la especie a la que
pertenece el girasol cultivado. Su sistemática, según Cronquist (1981>, es la siguiente:
Clase, Magnotiupsida; Subclase, Asteridae; Orden, Asterates; Familia, Asteraceae
(Compositae>; Género, Heflanthus L.; Especie, U. annuus L.
El girasol se reproduce sexualmente mediante la siembra directa de aquenios. El
2aquenio es un fruto comprimido conocido vulgarmente como “pipa”, de tamaño variable
dependiendo fundamentalmente de la posición que ocupe en la inflorescencia (capítulo).
El tamaño medio tiene de 7,5 a 17 mm de largo, 3,5 mm de ancho y de 2 a 2,5 mm de
espesor. Los aquenios de girasol están constituidos por distintas capas (Fig. 8>, que desde
el exterior al interior reciben los siguientes nombres:
a. PERICARPIO: Envoltura externa del fruto, de consistencia fibrosa, fina,
normalmente de color negruzco en los cultivares de alto contenido en
aceite, que permanece adherida a la verdadera semilla, excepto en las
criptas, a través de una fina película de endospermo.
b. ALEuRONA: Capa de células normalmente uniestratificada, provista de
células aplanadas, que es la sede de una importante actividad enzimática
(Bewley y Black, 1978; Mayer y Poljakoff-Mayber, 1989), especialmente
en el momento en que se inicia la germinación.
2 En este tipo de trabajo se adopta la denominación ‘semilla’ ya que este término se
encuentra universalmente aceptado cuando se hace referencia a los árganos relacionados con la
propagación sexual.
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Figura 8. Fruto (aquenio> de girasol: a. anillo precambial, b. radícula, e.
pericarpio, d. capa de aleurona, e. vena precambial, y f. cotiledón.
1.
1 2
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e. SEMILLA: Constituida por los cotiledones y el eje embrionario.
COTILEDONES: Parte más voluminosa de la semilla, formados por dos hojas
incipientes, carentes de cloroplastos, pero capaces de transformarse en hojas
fotosintéticamente activas durante el estado de plántula por acumulación
de clorofila, y con un alto contenido en aceite (32-46 %) debido a la
acumulación de abundantes cuerpos lipídicos de forma esférica. E.w
EMBRIONARIO: Formado por la radícula, con gravitropismo positivo, y la
gémula (yema vegetativa), con gravitropismo negativo, cuyo desarrollo dará
lugar al sistema radicular y a la parte aérea, respectivamente.
Los aquenios de girasol (Helianthus annuas L.) utilizados en este trabajo pertenecen
al cultivar Peredovik. Este híbrido de polinización libre, procedente de la cosecha de 1989,
fue proporcionado por la compañía KOIPESOL, S.A. Las semillas utilizadas corresponden
a la categoría STANDARD F (16000 semillas/kg, equivalente a = 70 g/1000 semillas)
y STANDARD G (11050 semillas/kg, equivalente a =90 g/1000 semillas). Durante todo
el período de experimentación las semillas se mantuvieron a temperatura ambiente,
realizándose controles periódicos de la capacidad germinativa de las semillas para verificar
la calidad del material utilizado.
Para facilitar la lectura de este trabajo, a las semillas de menor tamaño se las
denomina SP y a las de mayor tamaño SG.
3.2. Envejecimiento acelerado
El modelo experimental de envejecimiento realizado consiste en el almacenamiento
de las semillas de girasol en condiciones adversas de temperatura (43 ~‘C)en combinación
con una elevada humedad relativa (75 ± 5 %), lo que permite simular en un corto
período las reacciones degenerativas que desembocan en la pérdida de viabilidad de las
semillas. Este procedimiento ha sido adoptado por diversos grupos de investigación (Gidrol
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y col., 1989, 1990; Halder y Gupta, 1980; Halder y col., 1983> en los estudios sobre el
deterioro de distintos tipos de semillas.
Los ensayos de envejecimiento acelerado se realizaron en una cámara Revco
(modelo RI-23-555-U> provista de un sistema de control de la temperatura y humedad
relativa de almacenamiento. Las semillas se mantuvieron en la cámara durante 1, 3, 5, 7
y 11 días. Después de cada tratamiento se tomó una muestra para la determinación del
porcentaje de humedad (3 horas en estufa a 130 0C). Las semillas restantes se introdujeron
en un desecador (sílica gel) a temperatura ambiente hasta recuperar su humedad inicial.
El material así tratado fue utilizado para los siguientes ensayos.
3.4. Determinación de la viabilidad y vigor de semillas
3.4.1. Ensayos de germinación
Los ensayos de germinación se realizaron de acuerdo con las recomendaciones
internacionales de ensayos de semillas (ISTA, 1985> mediante la técnica de papel
enrollado. Se utilizó como sustrato papel de cromatografía Whatman 3 MM (46 x 57 cm>
entre dos hojas de papel Whatman n0 1 (42 x 52 cm>. Todo el conjunto se humedeció con
agua destilada y los rollos de papel resultantes se introdujeron en bolsas de polietileno,
incubándose en posición vertical en una cámara de germinación Selecta a 25”C (±1 0C>
en oscuridad durante 10 días. La determinación del número de semillas germinadas (G)
se realizó diariamente durante el período de germinación señalado, considerándose como
tales aquellas semillas que presentaron una longitud de radícula superior o igual a 0,5 cm.
Los ensayos de germinación se realizaron con 100 semillas con 4 repeticiones de 25
semillas cada una y el número de semillas germinadas cada día se utilizó para determinar
el tiempo medio de germinación (TMG), definido por la expresión (Dell’Aquila, 1987>:
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TMG = SDn ¡Sn
donde,
n numero de semillas que germinaron en el día D
D — día de germinación contado desde el inicio de la imbibición
3.4.2. Ensayos de vigor: crecimiento de plántulas e índices relacionados
Los ensayos de evaluación y crecimiento de plántulas se realizaron al finalizar el
periodo de germinación, determinándose el número de semillas que dieron lugar a
plántulas normales (N>, plántulas anormales (A> y semillas muertas (M>, según las
características que se describen a continuación «STA, 1985>:
PLÁrCruLAS NORMALES:
O Sistema Radicular: raíz primaria intacta o con sólo ligeros defectos:
- decoloración o manchas necróticas
- grietas o hendiduras cicatrizadas
- grietas o hendiduras de poca profundidad
O Sistema Apical: hipocótilo intacto o sólo con ligeros defectos:
- decoloración o manchas necróticas
- grietas, hendiduras o roturas cicatrizadas- o hendiduras de poca profundi d
- ligeros retorcimientos
cotiledones intactos o con sólo ligeros defectos
- menos del 50 % de necrosis
- tres cotiledones
yema tenninal intacta
85
MATERIAL Y MÉTODOS _____ _____ ______ _____ ____
PLÁN’ruLA ANORMAL:
O Sistema Radicular: raiz primaria defectuosa:
- raquítica o mazuda - atrofiada o ausente
- ahilada - atrapada en la cubierta seminal
- rota - con geotropismo negativo
- hendida desde el extremo - vítrea
- con constricción - podrida como resultado de
una infección primaria
O Sistema Apical: hipocótilo defectuoso
- vitreo
- podrido como consecuencia de una infección primaria
- estrechamente retorcido o formando una espiral
- corto y grueso o ausente
- agrietado profundamente o roto
- con hendidura longitudinal
- curvado o formando un lazo
- con constricción
- ahilado
cotiledones defectuosos en una extensión tal que más del
50 % del tejido original no funciona normalmente:
- dañados
- separados o ausentes
- decolorados o necróticos
- vítreos
- podridos como resultado de una infección primaria
yema terminal o tejidos próximos defectuosos
O Plántula: una o varias de las estructuras esenciales anormales como han
quedado descritas, o con el desarrollo normal impedido a causa de
que la plántula considerada como un todo, es defectuosa:
- podrida como consecuencia de una infección primaria
- cotiledones emergiendo antes que la raíz
- deformada
- fracturada
- dos fusionadas
- ahilada o vítrea
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Una vez clasificadas las distintas plántulas se seleccionaron aleatoriamente 25
plántulas normales de cada tratamiento y se procedió a realizar los siguientes ensayos de
vigor:
1) longitud del hipocótilo (II),
2) longitud de La raíz (R),
Además el vigor se determiné calculando la relación longitud de la raíz/ longitud
del hipocótilo (R/H) y los índices de uniformidad (SUI) y de vigor (LVI) propuestos por
Huang (1989) definidos por las siguientes expresiones:
fi2
SU1=
E (II - fi)2
Iv’ = SUIxG
donde,
H = longitud individual (cm) del hipocótilo de las plántulas normales en una
muestra de 25 plántulas,
longitud media del hipocótilo de 25 plántulas normales,
G = porcentaje de germinación a los 10 días del inicio de la imbibición, referida
a plántulas normales.
ji
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3.4. Análisis de los exudados de las sem¡llas
3.4.1. Obtención de los exudados
Para realizar este conjunto de ensayos, a excepción de la determinación de la
conductividad eléctrica, se tomaron muestras de semillas de cada tamaño sometidas a los
diferentes tiempos de envejecimiento. Las muestras (1 g> se dispusieron en placas
individuales a 25 0C a las que se añadió un volumen de 3,5 ml de agua desionizada. Los
exudados se recogieron a las 24 horas de imbibición y se congelaron a una temperatura
de -20 0C hasta su utilización. Para cada ensayo se realizaron cuatro determinaciones
independientes.
3.4.2. Determinación del pH de los exudados
La determinación del pH de los exudados obtenidos se realizó mediante un pH-
metro (pH M 80, Radiometer Copenhagen), a los 30 minutos y a las 24 horas de
imbibición, antes de la congelación de los mismos.
3.4.3. Determinación de fósforo
Este ensayo se realizó según el método descrito por Rouser y col. (1969), basado
en la reducción del fosfomolibdato a óxido de molibdeno por acción del ácido ascórbico,
previa digestión ácida de las muestras con objeto de eliminar la materia orgánica presente
en las mismas. Este procedimiento consiste en transferir 100 pl de la muestra problema
a tubos de vidrio especiales de paredes gruesas que contienen 0,7 ml de ácido perclórico
(Panreac) al 70 %. Otros 100 pl de agua desionizada se utilizaron como blanco. Los tubos
se colocaron en un bloque compacto de aluminio termostatizado (Multibloc, P. Selecta)
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a una temperatura de 200 0C durante 2 horas y posteriormente se redujo la temperatura
a 100 0C durante otras 2 horas. Transcurrido ese tiempo se dejaron enfriar los tubos y se
añadió un volumen igual de agua desionizada (3,5 mí>.
~ Cwv~ DE CALIBRACIÓN Y DETERMINACIÓN DE FÓSFORO EN LAS SOLUCIONES
PROBLEMAS:
Se preparó una solución patrón (5 pg/ml> de fosfato monopotásico (Merk>, de la
que se tomaron volúmenes desde 0,1 a 2 ml. A continuación se añadieron 0,5 ml de ácido
perclórico al 70 % y se ajustó el volumen de los tubos a 4 ml con agua destilada, con lo
que se consiguió igualar el volumen y la acidez de los problemas y patrones. A
continuación se añadieron 0,5 ml de la solución de molibdato amónico (Merk> al 2,5 %
y 0,5 ml de ácido ascórbico (Sigma> al 5 %. Los tubos se mantuvieron a 100 0C en baño
de agua durante 5 minutos y posteriormente de efectuaron las lecturas de la absorbancia
a 800 nm, en un espectrofotómetro Hitachi U-2000, frente a un blanco de agua destilada.
3.4.4. Espectro de absorción de los exudados
El espectro de absorción de los exudados, entre 200 y 400 nm, se realizó en
muestras diluidas en agua desionizada (1:10 y/y>. La absorbancia de las muestras se
determinó a 260 y 280 nm en un espectrofotómetro Hitachi, modelo U-2000.
3.4.5. Determinación de la intensidad de corriente eléctrica
La determinación de la intensidad de corriente eléctrica (ICE> de los lixiviados
procedentes de las semillas sometidas a los distintos tratamientos, fue monitorizada de
forma continua e individualizada durante las 24 horas siguientes al comienzo de la
imbibición, mediante un Analizador Automático de semillas (ASAC-1000B, Agroscience,
Ann Arbor, Michigan, USA>.
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3.4.4.1. Analizador automático de semillas
Un analizador automático de semillas es un equipo electrónico que permitepredecir
la capacidad germinativa y vigor de las semillas de acuerdo a la ICE de sus lixiviados
durante el tiempo que éstas permanecen sumergidas en agua desionizada en condiciones
estándar de imbibición (Agrosciences, 1984>.
El analizador automático de semillas (Figs. 9 y 10) consta de los siguientes
elementos:
1. BANDEJA DE PLÁSTICO, con 100 compartimentos o celdas individuales que
permiten sumergir separadamente las semillas (Fig. 10),
2. CABEZAL MULTISENSOR, formado por 100 pares de electrodos, los cuales
son incorporados en las celdas de la bandeja portasemillas.
3. INTEGRADOR, que controla la forma de actuar del electrodo y recoge los
datos de cada celda individualmente.
4. INTERFASE, que conecta los sensores eléctricos y el microprocesador.
5. MICROPROCESADoR, que permite la entrada/salida de datos, la
representación de los resultados y el análisis estadístico descriptivo de los
datos.
6. IMPRESORA, u otros periféricos.
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Figura 10. Representación esquemática de cada una de las celdas (dimensiones
en mm) utilizadas para medir la intensidad de corriente eléctrica de los exudados
procedentes de las semillas de girasol: 1. celda, 2. cabezal portaelectrodos, 3.
electrodo, 4. semilla y 5. exudado.
1
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3.4.4.2. Preparación de las muestras
Para medir la intensidad de corriente eléctrica, 100 semillas, completas o
previamente desprovistas de pericarpio, fueron colocadas en las bandejas de plástico del
equipo ASAC-1000B (Fig. 9> a razón de un aquenio por celda. Para asegurar una lectura
uniforme, a cada celda se añadió igual volumen (3,5 mi) de agua desionizada (obtenida a
partir de un destilador Millipore.- milli Q) con objeto de obtener lecturas comparables en
condiciones de laboratorio. Con el fin de lograr la máxima homogeneidad, las semillas
fueron sumergidas en cada celda con un dosificador-dispensador calibrado de acuerdo con
el tamaño de las semillas. El cabezal multisensor portaelectrodos fue colocado adecuada
y cuidadosamente en la bandeja, situándose todo el conjunto en un baño termostatizado
a 25 ‘C con el fin de mantener constante la temperatura durante el período de imbibición.
3.4.4.3. Lectura automática de la intensidad de corriente eléctrica
La lectura automática de la ICE mediante el equipo ASAC-JOOOB se realiza una
vez preparadas adecuadamente las muestras. Este equipo fue programado para trabajar con
una diferencia de potencial 1 voltio, que se consideré el voltaje más adecuado para este
tipo de semilla, según los estudios realizados previamente (de Paula y col., 1994>. El
autoanalizador ASAC-1000B fue programado para que las lecturas fueran realizadas
durante 24 horas a intervalos de 120 minutos, excepto durante las 4 primeras horas de
imbibición que se realizaron a intervalos de 60 minutos.
3.5. Cinética de captación de agua
La cinética de captación de agua se realizó por seguimiento durante 12 horas del
incremento de peso de las semillas determinada cada 60 minutos. Este ensayo se realizó
con semillas (SP y SG) control (almacenadas a temperatura ambiente) y envejecidas
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durante 11 días. El tamaño de la muestra fue de 25 semillas. Cada grupo de semillas se
colocó en una placa, entre dos hojas de papel Whatman n0 1 humedecida con 10 ml de
agua desionizada.
3.6. Determinación de malondialdehido
La determinación de malondialdehido como producto final del proceso de
peroxidación lipídica se realizó según el método descrito por Cakmak y Horst (1991) en
semillas secas e hidratadas.
Se tomaron 0,5 g de semillas, libres de pericarpio, que se homogenizaron en frío
con 3 ml de agua destilada. Posteriormente, se añadieron otros 3 ml de ácido tiobarbitúrico
(TBA, Sigma) al 0,5 % disuelto en ácido tricloroacético (TCA, Sigma) preparado al
20 %. Las muestras así preparadas se dispusieron en un baño a 95 0C durante 30 minutos,
formándose un compuesto de color rojo correspondiente a la cantidad de malondialdehido
que reacciona con el TBA. Transcurrido este tiempo, se detuvo la reacción colocando los
tubos en un baño de hielo y posteriormente fueron centrifugados a 10.000 x g durante 30
minutos. El sobrenadante recogido se utilizó para la determinación espectrofotométrica
a 532 nm, sustrayendo la absorción inespecifica a 600 nm. La cantidad de malondialdehido
de las muestras se calculó a partir del coeficiente de extinción molar E = 155 mM’ cm1.
3.7. Determinación de antioxidantes
Este epígrafe desarrolla la metodología de un grupo de ensayos enzimáticos y no
enzimáticos utilizado como medida de la capacidad antioxidante presente en los tejidos.
Los ensayos se llevaron a cabo utilizando semillas secas e hidratadas de los dos pesos
considerados. El tiempo de imbibición fue de 4 y 12 horas para las SP y SG
respectivamente, que permite la completa hidratación de los tejidos. Las semillas sometidas
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a estos períodos de hidratación se encuentran en fase pregerminativa (Raymond y col.,
1992>.
3.7.1. Antioxidantes no enzimáticos
3.7.1.1. Determinación de ácido ascórbico reducido y total
La determinación de ácido ascórbico (AA> se realizó mediante el método descrito
por Wang y col. (1991). El ensayo se basa en la reducción del ion férrico a ion ferroso
por ácido ascórbico en solución ácida, seguido de la formación de un quelato rojo entre
el ion ferroso y 4,7-difenil-1,IO-fenantrolina (batofenantrolina>, que absorbe a 534 nm. La
determinación del nivel de ácido ascórbico total (AA más ácido dehidroascórbico> se
realizó mediante la reducción del ácido dehidroascórbico (DH> a AA por la acción del
ditiotreitol.
Para la determinación tanto de ácido ascórbico total como reducido se
homogenizaron en frío (4 0C) 0,5 g de semillas en 2 ml de ácido tricloroacético (TCA)
al 5 % y 80 mg de polivinilipirrolidona insoluble (PVP, Serva>. El homogenado se
centrifugó 16.000 x g (Kontron Hermile Centrikon, modelo H-401> durante 10 minutos
a 4 0C y el sobrenadante recogido se utilizó para los correspondientes ensayos.
~ CURVA DE CALIBRADO:
Se prepararon soluciones estándar de AA (Sigma> en TCA al 5 %, a
concentraciones variables (desde O a 10 pmol).
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a) Armo ASCÓRBICO:
~$ M~zcLA DE REACCIÓN:
Se tomaron lOO jil de sobrenadante y se añadieron 500 pl de etanol absoluto,
300 pl de TCA al 50 %, 150 pl de H3P04 al 0,4 % (y/y> en etanol, 300 pl de
batofenantrolina al 0,5 % (p/v> en etanol, y 150 pl de CI3Fe al 0,03 % (p/v) en etanol.
La mezcla de reacción (1,5 mí) se mantuvo durante 90 minutos a 30 0C para permitir la
formación del complejo Fe2~-batofenatrolina, y posteriormente se midió la absorbancia a
534 nm.
b> ÁCIDO ASCÓRBICO TOTAL:
¼MEZCLA DE REACCIÓN:
Se toman 100 pl de sobrenadante y se añadieron 150 ¡tI de ditiotreitol 3,89 mM y
350 pl de etanol absoluto. La mezcla de reacción (0,6 mí> se mantuvo durante 10 minutos
a temperatura ambiente para permitir la reducción del DH a AA. A continuación se
añadieron 150 pl de N-etilmaleimida al 0,24 % en etanol y 150 pl de TCA al 20 %. Para
el desarrollo del color se añadieron 150 ¡tI de H
3P04 al 0,4 % (y/y> en etanol, 300 pl de
batofenantrolina al 0,5 % (p/v> en etanol y 150 pl de CI3Fe al 0,03 % (p/v> en etanol. Una
vez adicionados todos los reactivos, se mantuvo la mezcla de reacción (1,5 mi) durante
90 minutos a 30 <~C, realizándose la lectura de la absorbancia a 534 nm.
¼CÁLCULOs:
Para cada grupo de extractos se realizó la correspondiente curva patrón
representando los valores de absorbancia a 534 nm de las soluciones estándar frente a sus
concentraciones. La ecuación de la recta obtenida permite calcular la concentración de AA.
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3.7.1.2. Determinación de glutation total, y de sus formas reducida y
oxidada
La determinación de los niveles de glutation se realizó por el método de Griffith
(1980>, basado en la reacción específica con el ácido 5,5’-ditiobis (2-nitrobenzoico>
(DTNB>. La secuencia de reacciones se inicia cuando el GSH reacciona no
enzimáticamente con el DTNB rindiendo GSSG y ácido 2-nitro-5-tiobenzoico (TNB> Li]
y [2]:
GSH + DTNB ~ CS-TNB + TNB [1]
GSH + GS-TNB GSSG +TNB [2]
Dado que el DTNB es un reactivo de grupos tiólicos, su inespecificidad frente al
651-1 da lugar a distintas interferencias por parte de la cisteina, por lo que es necesario
realizar un acoplamiento de reacciones que haga el método específico para el glutation.
El GS-TNB y GSSG formado en esta primera reacción, más el existente en el
extracto, son reducidos por la glutation reductasa, la cual necesita un aporte de NADPH
para su funcionamiento [3] y [4]:
GSSGred
GS-TNB + NADPH + H~ ~ GSH + TNB + NADP~ [3]
GSSGred
GSSG + NADPH + H~ -. 2 GSH + NADP~ ¡4]
En esta reacción se vuelve a generar GSH que reacciona nuevamente con el exceso
de DTNB, entrando de forma sucesiva en un ciclo de reacciones enzimáticas y no
enzimáticas hasta el consumo de DTNB o NADPH ya que el 6556, GSH y GSSGred
permanecen en el medio, lo que se traduce en una reacción global [5]:
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GSH-GSSG + GSSGred
DTNB+NADPH+H~ ~ 2TNB+NADP~ [51
Las concentraciones de DTNB, NADPH y GSSGred se eligieron para que la
reacción [Si sea proporcional y lineal (que la enzima se encuentre a saturación de sustrato
y exista DTNB en exceso para reaccionar con todo el GSH) a la concentración de glutation
total.
La formación del producto final TNB se siguió espectrofotométricamente a 412
nm utilizando un espectrofotómetro Uvikon-810.
Para las determinaciones de glutation total y GSSG, se homogenizaron en frío 0,5
g de semillas libres de pericarpio con 4 ml de ácido 5-sulfosalicílico al 5 % (p/v). El
homogenado obtenido se centrifugó a 10.000 x g durante 20 minutos a 4 <‘C y el
sobrenadante recogido se dividió en dos alícuotas que se utilizaron en estas
determinaciones.
a> GLUTATION TOTAL:
¼Curva de calibración:
Se prepararon soluciones estándar a partir de GSI-l comercial (Boeringer-Manheim)
cuyas concentraciones en la cubeta estaban comprendidas entre 0,5 y 3 nmol.
¼Mezcla de reacción:
La mezcla de reacción estuvo constituida por: 700 ¡tI de tampón fosfato 0, 125 M
que contenía EDTA 6,3 mM; 100 ¡xl de DTNB 6 mM disuelto en tampón fosfato, y
muestra problema (diluida 1:4) o soluciones estándar a volúmenes variables hasta un
máximo de 200 ¡tI. La adición de los reactivos de la mezcla se realizó manteniendo el
orden fijado hasta la estabilización de la absorbancia. A continuación se inició la reacción
por adición de 5 ¡tI de GSSGred (Boeringer-Manheim) diluida en tampón fosfato, que
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corresponden a 1 unidad de enzima (cantidad de enzima que consume 1 ymol de NADPI-1
por minuto).
b> GSSG:
El método utilizado para la determinación del glutation total consiste básicamente
en oxidar el GSH inicial a GSSG, que una vez formado, conjuntamente con el GSSG
existente en el extracto queda expuesto a una serie de reacciones. Una modificación del
método consiste en eliminar el GSH reducido del medio mediante inactivación del grupo
-SH en una reacción de derivación con 2-vinilpiridina. De esta forma, en el medio está
presente el GSSG original del extracto:
t
N [(Y]Gil CH GB
H
CiS-SH CH2 ~ Cis-S-CH-CH
dli e 01
4 e
GSH 2-viníl-pfridina GSH inactivado
Para la inactivación del GSH se añadieron 2 ¡tI de 2-vinilpiridina y 6 ¡tI de
trietanolamina al 70 % por cada 100 ¡tI de sobrenadante, manteniendo el pH entre 6-7. La
muestra se agitó fuertemente durante 1 minuto y a continuación se mantuvo a 25 “C.
Después de 60 minutos se detiene la reacción por introducción de los extractos en un baño
de hielo.
~»Curva de calibracion:
Se prepararon soluciones estándar a partir de GSSG comercial, que fueron
sometidas al mismo proceso descrito para los extractos, y cuyas concentraciones en la
cubeta estaban comprendidas entre 0,1 y 0,6 nmol.
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~» Mezcla de reacción:
La mezcla de reacción es la misma que la utilizada en la determinación de glutation
total, salvo que por ser las concentraciones de GSSG endógeno, en condiciones normales,
unas 10 veces menores a las de GSH, la reacción se inició con la adición de 20 pl de
GSSGred que corresponden a 4 unidades de enzima.
~ Cálculos:
Para cada grupo de extractos se realizó la correspondiente curva patrón, que se
obtuvo representando los valores del AA/At a 412 nm frente a las concentraciones de las
soluciones estándar. En cada caso, la ecuación de la recta obtenida permite calcular la
concentración de glutation total y GSSG. El GSH se determinó por diferencia, según la
ecuación:
[GSH] =¡jGlutation total] - [GSSG]
3.7.2. Antioxidantes enzimáticos
3.7.2.1. Determinación de la actividad superóxido dismutasa
La determinación de la actividad SOD se realizó según el método descrito por
Giannopolitis y Ries (1977), basado en la producción fotoquímica de O2~, que reduce el
NBT (‘nitro blue tetrazolium”) a formazán azul. En presencia de SOD la reacción es
inhibida y el porcentaje de inhibición permite cuantificar la enzima.
Para la producción fotoquímica de 02 es necesaria la presencia de un
fotosensibilizador (riboflavina). Esta sustancia es activada por un fotón, pasando a estado
excitado; de esta forma oxida a un donador de electrones (metionina) y pasa a la forma
de semiquinona, que reduce el oxígeno a 02~ (Beyer y Fridovich, 1987).
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La preparación del extracto enzimático se realizó en frío (4 0C) mediante la
homogenización de 0,5 g de semillas (libres de pericarpio) con 5 ml de tampón fosfato
potásico 0,1 M (pH =7,8) que contenía EDTA 0,1 mM. El homogenado se centrifugó a
13.000 x g durante 20 minutos a 4 oc y el sobrenadante obtenido participa en el medio
de reacción.
~ Mezcla de reacción:
La mezcla de reacción estuvo constituida por 10 M1 de riboflavina (Sigma) 0,4 mM,
50 pl de metionina (Sigma) 78 mM, 40 pl de NBT (Sigma) 4,73 mM y 50 pl de carbonato
sódico (pH = 10,2) 0,3 M. Se añadió una cantidad de extracto comprendida entre 25 y 200
~tl y el volumen final se llevó a 3m1 con tampón fosfato.
Las mezclas fueron iluminadas en cubetas de espesor uniforme y como blanco se
utilizaron mezclas idénticas no iluminadas. Como fuente luminosa se emplearon tubos
fluorescentes que proporcionaban una luz uniforme sobre todas las muestras. La reacción
era iniciada y finalizada por encendido y apagado de la fuente luminosa. No se detectó
reacción bajo la luz ambiental durante la preparación de las soluciones y la medida
espectrofotométrica.
La velocidad inicial de la reacción era determinada por el incremento de la
absorbancia a 560 nm a una temperatura constante de 25 0C. Bajo las condiciones
descritas, el incremento de absorbancia en ausencia de SOD fue de 0,100 a los 5 minutos,
que se mantuvo linealmente hasta los 15 minutos. En presencia del extracto enzimático
la reacción es inhibida y el porcentaje de inhibición es utilizado para cuantificar la enzima.
u~ Unidades:
Beauchamp y Fridovich (1971) definieron 1 unidad de SOD como la cantidad de
enzima que inhibe la fotorreducción del NBT al 50 % y cuantificaron la enzima en función
del porcentaje de inhibición que causaba. Sin embargo, el porcentaje de inhibición no es
lineal respecto a la concentración de SOD. Giannopolitis y Ries (1977) observaron, en el
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sistema de medida descrito, una relación lineal entre Ja concentración de SOD y la
velocidad de la reacción en presencia y ausencia de enzima, según la ecuación:
y/y = 1 + k’ [SOD]
donde,
V = velocidad máxima de la reacción, en ausencia de enzima
y = velocidad de la reacción en presencia de enzima
Esta ecuación puede expresarse también como:
k’[SODI = (y/y) - 1
Cuando el porcentaje de inhibición es del 50 % (V/v = 2), el producto k’[SODj
se iguala a la unidad. Si la unidad SOD se redefine como la cantidad de enzima para la
cual kiSOD] es igual a la unidad, entonces la actividad SOD puede ser determinada
directamente del cociente V/v de acuerdo con Ja ecuación:
SOD (U/g) = I(V/v) -1] d
donde,
d = factor de dilución de la muestra
La constante k’, que corresponde a la pendiente de la línea en la representación de
la concentración de SOD frente a V/v, es función de la concentración de NBT y de la
afinidad de la SOD por los iones superóxido.
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3.7.2.2. Determinación de la actividad catalasa
La actividad enzimática de la catalasa se determinó por el método
espectrofotométrico descrito por Aebi (1983). El método se basa en el seguimiento del
descenso de la absorbancia a 240 nm debido a Ja descomposición de H2 02.
CAT
2 H202 ~ 2H20 + 02
La cinética de la CAT no obedece a un modelo normal, ya que, a diferencia de las
enzimas que se determinan a saturación de sustrato, la descomposición enzimática del H202
es una reacción de primer orden. Por un lado no es posible saturar la enzima con el
sustrato dentro de un rango de concentraciones factible (hasta 5 M) y por otra parte existe
una rápida inactivación de la enzima a concentraciones de H202 superiores a 100 mM,
cuando el compuesto 1 (enzima-H202) activo es convertido en el compuesto 11 (véase el
apartado 1.5.2.2.). La medida de la actividad a saturación de sustrato es por consiguiente,
imposible.
Como la energía de activación para la descomposición de H202 catalizada por la
CAT es muy baja, existe sólo una ligera dependencia de la temperatura, de manera que
las medidas pueden realizarse entre O y 37
0C. Sin embargo, es recomendable trabajar a
temperatura ambiente por la posible inactivación de la enzima a temperaturas elevadas. Se
fijó como temperatura de trabajo 25 0C, manteniendo las cubetas termostatizadas a esa
temperatura durante todo el tiempo de medida.
Todas las soluciones deben estar exentas de metales, que podrían catalizar la
descomposición del H
202, lo que sobreestimaría entonces la actividad CAT; por ello el
agua utilizada en las soluciones fue de máxima pureza.
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~ Preparación del extracto enzimático:
05 g de semillas, libres de pericarpio, fueron homogenizadas en frío con 5 ml de
tampón fosfato 25 mM (pH=7,0). El homogenado se centrifugó luego a 14.000 x g
durante 15 minutos a 4 0C y el sobrenadante recogido se utilizó para la determinación de
la actividad enzimática.
& Mezcla de reacción:
La mezcla de reacción estuvo constituida por 500 ¡tI de tampón fosfato 50 mM
(pH =7,0) y 400 pl de enzima (diluida 1:10). La reacción se inició con la adición de
100 pl de H
202 100 mM, determinándose la actividad catalítica por monitorización del
descenso de absorbancia a 240 nm.
3.7.2.3. Determinación de la actividad de las enzimas del ciclo
ascorbato-glutation
Para la determinación de la actividad de las enzimas del ciclo ascorbato-glutation,
a excepción de la glutation reductasa, se realizó según el método descrito por Cakmak y
col., (1993), utilizando el mismo extracto enzimático.
~ Extracto enzimático:
1 g de semillas, libres de pericarpio, fueron homogenizadas en 10 ml de tampón
EPPS (ácido N-2-hidroxietilpiperazin propano sulfónico, Sigma) 25 mM que contenía
EDTA 0,2 mM y polivinilpirrolidona al 2 %. El homogenado obtenido se centrifugó
posteriormente a 18.000 x g durante 15 minutos a 4
0C y el sobrenadante recogido se
utilizó para las determinaciones enzimáticas.
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3.7.2.3. 1. Ascorbato peroxidasa
La determinación de ascorbato peroxidasa (FC 1. 11. 1. 11) se basa en la
monitorización de la velocidad de oxidación del ácido ascórbico a 290 nm (e 2,8 mM1
cm-1) a 25 0C, según la reacción:
Apox
AA±H
202 -~ MD+2H20
~ Mezcla de reacción:
La mezcla de reacción estuvo constituida por 500 ¡tI de tampón fosfato (pH=z7,0)
50 mM que contenía EDTA 0,2 mM, 100 ¡tI de ascorbato 2,5 mM y extracto enzimático.
Para detectar la presencia de ascorbato oxidasa, que puede interferir la reacción, se
determinó el incremento de la absorbancia a 25
0C. Posteriormente se inició la reacción
por adición de lOO pl de H
202 10 mM.
Para comprobar si la destrucción del H202 por la catalasa afecta a la reacción, se
realizó un ensayo paraieJo en e] que se añadió aminotriazol 5mM, inhibidor específico de
la catalasa, al extracto enzimático.
3.7.2.3.2. Monodehidroascorbato reductasa
En la determinación de la monodehidroascorbato reductasa (FC 1.6.5.4) se utiliza
la enzima ascorbato oxidasa (Aox) para producir dehidroascorbato, que de forma no
enzimática se dismuta formando MD y AA.
Aox
2AA + 02 ~ 2DHA + H20 -~ MD + AA
MDred
MD+2NADH -~ AA+2NAD~
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La actividad enzimática se determinó por monitorización de la oxidación de NADH
(6=6,2 mM’ cm-’) por medida del descenso de absorbancia a 340 nm.
~ Mezcla de reacción:
La mezcla de reacción estuvo constituida por 500 pl de tampón EPPS 50 mM
(pH =7,8) que contenía EDTA 0,4 mM, 100 pl de ácido ascórbico lmM, 0,5 unidades de
ascorbato oxidasa, 100 pl de NADH 1 mM y extracto enzimático, hasta completar un
volumen final de 1 ml.
3.7.2.3.3. Dehidroascorbato reductasa
La actividad de la enzima dehidroascorbato reductasa (FC 1.8.5.1) se
determinó por monitorización del incremento de absorbancia a 265 nm debido a la
formación de ascorbato (e=14 mM’ cm’), según la reacción:
DI-Ired
DH+2GSH ~ AA+GSSG
.> Mezcla de reacción:
La mezcla de reacción estuvo constituida por 500 pl de tampón fosfato (pH =7,0),
lOO pl de GSH 35 mM y 100 pl de DHA 4mM, iniciándose la reacción por adición del
extracto enzimático. Para minimizar el efecto de la reducción no enzimática del DH por
GSH, la reacción se realizó a pH 7, desarrollándose paralelamente un ensayo blanco, sin
enzima, para cuantificar dicha reacción y evitar que enmascarase la reacción principal.
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3.7.2.3.4. Glutation reductaso
La determinación de la actividad enzimática de la glutation reductasa (FC 1.6.4.2)
se realizó según el método de Smith y col. (1988), más adecuado para tejidos vegetales
que la medida tradicional del descenso de absorbancia a 340 nm por consumo de NADPH.
El ensayo se basa en el incremento
(2-nitrobenzoico) (DTNB, Sigma)
tiobenzoico (TNB), según las sigu
de absorbancia a 412 nm cuando el ácido 5,5’-ditiobis
es reducido por GSH para producir ácido 2-nitro-5-
ientes ecuaciones:
GSSGred
GSSG + NADPH +H~ 2GSH + NADP~ [Ii
GSH + DTNB
GSH + GS-TNB
GS-TNB + TNB
GSSG + TNB
GSSGred
GS-TNB + NADPI-1 + H~ GSH + TNB + NADP~
Si bien este ensayo no puede utilizarse para la caracterización cinética de la enzima,
debido a que presenta diferente afinidad (diferente Km) para GSSG y GS-TNB, presenta,
no obstante, diversas ventajas para las determinaciones en extractos vegetales crudos. La
absorbancia basal de los extractos vegetales es menor a 412 nm que a 340 nm; el
incremento de absorbancia a 412 nm, en respuesta a una misma cantidad de enzima, es
muy superior al descenso de absorbancia que se observa a 340 nm y por último, este
ensayo es muy específico para la GSSGred, por lo que no está influido por la presencia
de otras enzimas dependientes de NADPH.
[2]
[3]
[4]
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Preparación del extracto enzimático:
El extracto enzimático se preparó a partir de 0,5 g de semillas, libres de pericarpio,
que fueron homogenizadas en frío con 5 ml de tampón fosfato potásico 0,1 M (pH = 7,5)
que contenía EDTA 0,5 mM. El homogenado se centrifugó a 20.000 x g durante lO
minutos a 4 “C y el sobrenadante recogido se utilizó para la determinación de la actividad
enzimática.
— Mezcla de reacción:
La mezcla de reacción estuvo constituida por 500 pl de tampón fosfato potásico
0,2 M (pH = 7,5) conteniendo EDTA 1 mM, 250 pl de DTNB (Sigma) 3 mM disuelto
en tampón fosfato potásico 0,01 M a pH 7,5, 50 pl NADPH (Boeringer-Manheim) 2 mM,
50 ~l de H20 y 200 pl de extracto enzimático. La reacción se inició con la adición de
50 ¡tI de GSSG 20 mM y la actividad catalítica se midió a 25
0C por monitorización del
incremento de absorbancia a 412 nm, utilizando un espectrofotómetro Uvikon 810.
3.8. Análisis estadístico
El análisis estadístico de los resultados se realizó mediante el análisis de la varianza
(ANOVA), utilizándose los siguientes modelos: 1) diseños jerárquicos con un sólo factor
y, 2) diseños factoriales con dos factores principales, siendo los modelos matemáticos que
los representan los siguientes:
1.- Modelo jerárquico: = g + A1 +
donde,
= variable estudiada
ji = media general
A1 = efecto del factor principal
e1(J) = error experimental
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A1 B + AB +2.- Modelo factorial: = ¡1 + + tj 6K(ij)donde,
= variable estudiada
ji = media general
A1 = efecto debido al factor principal A
= efecto debido al factor principal B
AB1~ = efecto debido a la interacción A x B
= error experimental
Los porcentajes de germinación que intervinieron en los análisis de varianza fueron
previamente normalizados mediante la transformación angular de Bliss r~ = arcsen
(4100)1/2], tomándose como niveles de significación los siguientes: P=O05 P<0,O1
y P=0,O01para las diferencias significativas y NS para las no significativas.
Siempre que fue necesaria la comparación de medias, la menor diferencia
significativa (MSD) se calculó a partir del test múltiple de Duncan para el nivel de
significación (a) encontrado en el correspondiente análisis de varianza, estimado de la
siguiente forma:
MSD = k [(CM/n)”9
donde,
k = valor de la tabla Duncan para el nivel de significación a y los grados de
libertad del término de comparación
CM = cuadrado medio del término de comparación
n = número de observaciones dentro de cada tratamiento
El análisis de regresión no lineal se llevó a cabo mediante el empleo del programa
BMDP-AR y el análisis de la varianza se realizó con el programa BMDP-2V (Universidad
de California).
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4.1. Viabilidad y vigor de las semillas de girasol
4.1 .1. Ensayos de germinación
La cuantificación de la germinación se realizó cada 24 horas durante el período de
imbibición (10 días) recomendado por la ISTA (1985) para esta especie, considerándose
germinadas aquellas semillas que presentaron una radícula de longitud superior a 0,5 cm.
Los resultados, expresados como porcentaje de germinación acumulado, se muestran
en la Figura 11. La germinación final, en ambos tipos de semillas, no difiere
significativamente (P =0,05)de la presentada a los 4 días (Tabla 8).
En la Figura 12 se representa el porcentaje final (valores normalizados) de semillas
germinadas, en función del tiempo de envejecimiento, donde se observa que la
germinación de las SP es superior a la de las SG y que ambos tipos de semillas responden
de diferente manera al tratamiento, lo cual se manifiesta fundamentalmente a partir del
tercer día de envejecimiento. El análisis estadístico de estos resultados refleja que las
diferencias encontradas son debidas tanto al tiempo de envejecimiento como al tamaño de
las semillas (Tabla 9).
Las diferencias en la capacidad germinativa se ponen de manifiesto por una
disminución del porcentaje final de emergencia de la radícula y por un retraso de la
germinación. El primero de estos efectos se puede observar en la Figura 12, donde se
advierte que las condiciones de envejecimiento afectan al porcentaje final de germinación
de forma dosis dependiente. A corto plazo se puede observar un incremento importante
de este parámetro, tanto en las SP como en las SG. El mantenimiento de las condiciones
de envejecimiento durante períodos superiores a 1 día para las SP y de 3 días para las SG
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producen un marcado descenso del número de semillas germinadas. El efecto dosis
dependiente de las condiciones de envejecimiento en la capacidad germinativa se refleja
por la alta correlación que presentan estos dos parámetros tanto en las SP (r =~0,8320***)
como en las SG (r=~0,7622***). El análisis estadístico de los resultados (Tabla 10)
muestra que el tiempo de envejecimiento artificial afecta de forma muy significativa a la
capacidad germinativa de cada uno de los tipos de semillas.
El segundo de los efectos señalados se muestra en las Figuras 13 y 14, que reflejan
las variaciones en la velocidad de germinación de las SP y SG, respectivamente. En el
primer caso, las semillas envejecidas durante 1, 3, 5 y 7 días germinan de manera
uniforme a los dos días de la siembra, mientras que el envejecimiento prolongado durante
11 días afecta de una forma importante a este parámetro. En este período, el mayor
número de semillas germinadas se mantiene en el segundo día de imbibición, pero se
aprecia un desplazamiento en el día de aparición de la radícula. Las SG, por el contrario,
presentan un comportamiento distinto, que da lugar a dos grupos diferenciados de semillas:
a) las semillas no tratadas y las sometidas a 1 y 3 días de envejecimiento germinan
mayoritariamente durante el segundo día de imbibición, aunque en el tercer día aparece
también un porcentaje importante de semillas con radícula visible, y b) las semillas tratadas
durante 5, 7 y 11 días de envejecimiento no germinan de manera uniforme ya que el
número máximo de semillas germinadas se desplaza hacia el tercer día de imbibición,
haciéndose más evidente este desplazamiento cuanto mayor es el tiempo de tratamiento.
El retraso de la germinación, definido por el tiempo medio de germinación (TMG),
se presenta en la Figura 15 y en las Tablas 11 y 12 que resumen el análisis estadístico de
los resultados obtenidos. Se puede observar en primer lugar que, en todos los casos, las
SP germinan más rápidamente que las SG (Fig. 15), presentándose diferencias muy
significativas entre ambos tipos de semillas (Tabla 11). Por otra parte, el envejecimiento
afecta a las SG aumentando de forma drástica el tiempo medio de germinación, mientras
que en las SP sólo se observa un ligero incremento de este parámetro en las semillas más
envejecidas, siendo en ambos casos estadisticamente significativo (Tabla 12). La
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separación de medias por el test múltiple de Duncan se muestra en la Figura 15, dónde se
observa que el envejecimiento produce un aumento significativo del TMG de las SP en
el día 11 de tratamiento, mientras que en las SG, 5 días son suficientes para alterar
significativamente este parámetro. Asimismo, en ambos casos se obtienen buenas
correlaciones entre el TMG y el tiempo de envejecimiento (r=0,8123*** y r=0,8719***,
para las SP y SG, respectivamente).
Una vez finalizado el periodo de germinación (a los 10 días), se procedió a la
evaluación y cuantificación del número de plántulas en cada uno de los tratamientos. Los
resultados obtenidos se muestran en la Figura 16, donde se presenta el número de plántulas
normales y anormales, así como las semillas muertas que aparecen en cada ensayo de
germinación. Esta diferenciación es necesaria puesto que el número de plántulas normales
representa la viabilidad de las semillas de forma más rigurosa que la cuantificación de las
semillas que han culminado su proceso germinativo. En este sentido, resulta interesante
comentar que las diferencias encontradas entre el porcentaje de semillas que han alcanzado
la protrusión radicular y las semillas que posteriormente dan lugar a plántulas normales
(viables) corresponden lógicamente a las plántulas anormales y son Las responsables de la
sobreestimación de la viabilidad que se produce cuando el conteo se realiza a tiempos
cortos de imbibición. Esta sobreestimación sería más evidente en las SG puesto que, al
final del período germinativo, presentan mayor número de anormalidades (Fig. 16B).
El análisis estadístico del número de plántulas normales y anormales y de semillas
muertas, muestra diferencias muy significativas (Tabla 13) entre los dos tipos de semillas,
respecto a las dos fuentes de variación analizadas.
En la Figura 16A se puede observar que el número de plántulas normales
procedentes de las SP sometidas a las condiciones de envejecimiento, disminuye
gradualmente a medida que se incrementa el tiempo de envejecimiento. Este descenso es
estadísticamente significativo (P =0,001)y muy evidente en las semillas tratadas durante
11 días, donde el porcentaje de plántulas normales se reduce un 38 %. Paralelamente, se
113
RESULTADOS
detecta un aumento del número de semillas muertas, mientras que las plántulas anormales
se mantienen por debajo del 20 % en todos los casos, sin incrementos significativos
(P=0,05)por efecto del tratamiento (Tabla 14). Por el contrario, las SG (Fig. 16B)
disminuyen su viabilidad por efecto del envejecimiento de una forma mucho más drástica,
la cual se hace más evidente a partir del día 3 de tratamiento. Esta significativa
disminución (P =0,001>viene acompañada por un ligero aumento del número de plántulas
anormales (P =0,05) y por un incremento mucho más importante y significativo
(P=0,O0I)del número de semillas muertas. Las Tablas 14 y 15, recogen el estudio
estadístico anteriormente señalado y en la Figura 17 se presentan los principales tipos de
anormalidades observadas. Las lesiones, deformaciones y podredumbres se localizaron a
nivel de raíz, hipocótilo y de plántula completa, siendo los tejidos de reserva,
representados por los cotiledones, los menos afectados por el tratamiento.
Por otra parte, hay que señalar que las semillas sometidas a las condiciones de
envejecimiento acelerado durante cortos períodos de tiempo presentaron un incremento
significativo del número de plántulas normales respecto a las semillas no tratadas, con la
consiguiente disminución del número de semillas muertas. Este efecto es más evidente en
las SP envejecidas durante 1, 3 y 5 días, las cuales presentaron un porcentaje de plántulas
normales superior o igual al de las semillas no envejecidas. En cambio, este efecto sólo
se detecta en las semillas de mayor tamaño almacenadas durante 1 y 3 días.
Los resultados porcentuales de estos ensayos de germinación, normalizados según
la transformación angular de Bliss, se utilizaron para realizar el análisis estadístico
anteriormente comentado y se muestran de esta forma en la Figura 18. El tiempo de
envejecimiento presenta una buena correlación con la presencia de plántulas normales,
anormales y semillas muertas. Las ecuaciones que definen la relación lineal entre estas
variables se presentan en la Tabla 16.
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La evaluación de la capacidad germinativa se realizó periódicamente en las semillas
almacenadas a temperatura ambiente con objeto de detectar la posible existencia de un
envejecimiento natural en el material biológico utilizado. Los resultados se muestran en
la Figura 19, donde se observa que la viabilidad de estas semillas se mantiene con ligeras
variaciones durante el período de experimentación. Sin embargo, hay que señalar que las
SP presentan menores alteraciones que las SG durante el tiempo de almacenamiento,
comportándose en este sentido de forma semejante a la observada durante el proceso de
envejecimiento acelerado.
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Figura 11. Evolución del porcentaje de germinación acumulado durante los
10 días de incubación en condiciones de laboratorio (ISTA, 1985> de las
semillas de girasol cv. Peredov¡k artificialmente envejecidas (43 0C, 75 %HR). A, SP; B, SG. Semillas no tratadas (círculos), y envejecidas durante 1,
3, 5, 7 y 11 días (cuadrados, triángulos, rombos, estrellas y hexágonos,
respectivamente>. Cada punto representa la media de cuatro repeticiones
independientes, cada una con 25 semillas.
L
K
k
¡ 3 ¡ 1 1 1 ¡ ¡
A B
¡ ¡ 3 1— ¡ 1 .-——I— 1— 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 lO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
117
RESUL TACOS _____
e100
c
u
£
ab
~ 80
z
o
o
z
ni
0
40
0 1 3 5 7 9 11
ENVEJECIMIENTO. din
Figura 12. Efecto del tiempo de envejecimiento artificial (43 oc, 75 % HR>
en el porcentaje semillas de girasol cv. Peredovik germinadas a los 10 días
de incubación a 25 0C. Círculos negros, SP; círculos blancos, SG. Cadapunto representa el valor medio ±SE de cuatro determinaciones
independientes. Para cada tipo de semilla, los puntos con la misma letra no
presentan diferencias significativas según el test múltiple de Duncan, para
el correspondiente análisis de varianza (Tabla 10).
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Figura 13. Efecto del tiempo de envejecimiento artificial (43 0C, 75 % HR)
en el número de semillas <SP) germinadas en cada uno de los 10 días de
incubación en condiciones de laboratorio. Semillas no tratadas (A) y
semillas envejecidas durante 1, 3, 5, 7 y 11 días <8, C, D, E y F,
respectivamente).
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Figura 14. Efecto del tiempo de envejecimiento artificial (43 0C, 75 % HA)
en el número de semillas (SG> germinadas en cada uno de los 10 días de
incubación en condiciones de laboratorio. Semillas no tratadas <A>; Semillas
envejecidas durante 1, 3, 5, 7 y 11 días IB, O, D, E y F, respectivamente).
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Figura 15. Efecto del tiempo de envejecimiento artificial (43 0C, 75 % HR)
en el tiempo medio de germinación de las semillas de girasol cv. Peredovik,
calculado según se describe en el apartado de Material y Métodos.
Símbolos negros, SP; símbolos blancos, SG. Cada punto representa el valor
medio ±SEde cuatro repeticiones independientes. Para cada tipo de
semilla, los puntos con la misma letra no presentan diferencias
significativas según el test múltiple de Duncan, para el correspondiente
análisis de varianza (Tabla 12>.
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Figura 16. Efecto del tiempo de envejecimiento artificial (43 0C, 75 % HR)
en la viabilidad de semillas de girasol cv. Peredovik. SP, A; SG, B. Círculos
negros, semillas viables (plántulas normales), círculos blancos y cuadrados,
semillas no viables <plántulas anormales y semillas muertas,
respectivamente>.
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Figura 18. Relación entre el tiempo de envejecimiento artificial <43 0C, 75% HR) y la aparición de plántulas normales (círculos negros>, anormales
(círculos blancos) y semillas muertas (cuadrados> de girasol cv. Peredovik.
SP <A, B y C> y SG <D, E y F>. Cada punto representa el valor medio
normalizado ±SE de cuatro repeticiones indepedientes de 25 semillas cada
una.
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Figura 19. Evolución de la viabilidad de las semillas <SP y SG) de girasol cv.
Peredovik, durante el período de experimentación (AyB, respectivamente).
Barras blancas, plántulas normales; barras rayadas, plántulas anormales y
barras negras, semillas muertas.
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TABLA 8. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) de la germinación de semillas
de girasol (Uelianthus annuus L. cv. Peredovik), SP y SG, a los 4 y 10 días (primer
y segundo conteo) de la imbibición a 25 “C, artificialmente envejecidas (43 0C, ‘15 %
HR). ~Porcentajes de germinación normalizados previa transformación angular de Bliss.
Diferencias no significativas (NS).
Fuente de
variación gI
GERMINACION~
SP SG
Conteo
Error
4
46
5,260 NS
170,906
27,060 NS
171,590
TABLA 9. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) de la germinación de semillas
de girasol (Hetianthus annuus L. cv. Peredovik) a los 10 días de la imbibición a 25 0C,
en función del tiempo de envejecimiento artificial (43 0C, 75 % HR) y del tamaño de
la semilla. ~Porcentajes de germinación normalizados previa transformación angular de
Bliss. Diferencias significativas a P=0,0O1(*) y diferencias no significativas (NS).
Fuente de variación gí GERMINACION~
Envejecimiento (t>
Tamaño (T)
Interacción (txT)
Error
3
3
3
36
1726,440*
4921,893*
413,31 7NS
1768,322
TABLA 10. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) de la germinación de semillas
de girasol (Hellanthus annuus L. cv. Peredovik), SP y SG, a los 10 días de la
imbibición a 25 0C, en función del tiempo de envejecimiento artificial (43 t, 75 %
HR).~Porcentajes de germinación normalizados previa transformación angular de Bliss.
Diferencias significativas a P’C0 001 (*).
Fuente de
Variación gl
GERMINACION~
SG
Envejecimiento
Error
1
18
2755,243* 2579,967*
812,204 956,117
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TABLA 11. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) del TMG de las semillas de
girasol (Helianthus annaus L. cv. Peredovik), en función del tiempo de envejecimiento
artificial (43 0C, 75 % HR) y del tamaño de la semilla. Diferencias significativas a
p=0,O01(*)
Fuente de variación gI TMG, días
Envejecimiento (t)
Tamaño (T)
Interacción (txT)
Error
3
3
3
36
3,680*
3,685*
0,876*
0,879
TABLA 12. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) del TMG de las semillas de
girasol (Hellanthus annuus L. cv. Peredovik), SP y SG, en función del tiempo de
envejecimiento artificial (43 0C, 75 % HR). Diferencias significativas a P<O 001 (*).
Fuente de
variación gI
TMG, días
SP SG
Envejecimiento
Error
1
18
0,575*
0,190
3,987*
0,689
TABLA 13. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) del número de plántulas
normales (N), plántulas anormales (A) y semillas muertas (M) de girasol (Hetianthus
annuus L cv. Peredovik), en función del tiempo de envejecimiento artificial (43 0C,
75 % HR) y del tamaño de la semilla. Diferencias significativas a P=0,001(**) y a
P<O 01 (*)
Fuente de variación gI N A M
Envejecimiento (t)
Tamaño (T)
Interacción (txT)
Error
3
3
3
36
5193,904**
2618,278**
604, 107N5
1758,7212
789,452*
321,264*
143,058N5
1313,748
4930,656**
2111,523**
385,884NS
1935,084
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TABLA 14. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) del número de plántulas
normales (N), plántulas anormales (A) y semillas muertas (M) de girasol (Heltanthus
annuus L. cv. Peredovik), en función del tiempo de envejecimiento artificial (43 0C,
75 % HR). Diferencias significativas a P<O 001 (**), a P’tO 05 (*) y diferencias no
significativas (NS).
Fuente de
variación gI
SP SG
N A M N A M
Envejecimiento
Error
1
18
2146** 329N5 2756**
830 688 927
3686** 604* 2560**
694 626 963
TABLA 15. Valores medios normalizados del porcentaje de plántulas normales (N),
plántulas anormales (A) y semillas muertas (M) de girasol <Helianthus annuus L. cv.
Peredovik), SP y SG, en función del tiempo de envejecimiento artificial (43 0C, 75 %
HR). En cada columna los valores medios seguidos por la misma letra no presentan
diferencias estadísticamente significativas según el test múltiple de Duncan, para el nivel
de significación del correspondiente análisis de varianza (Tabla 14).
ENvEJEc¡~’nENTo,
días
SP SG
N A M N A M
1
1
1
1
1
11
68,60b 27,37 14,18a
78,30b 20,87 3,21a
75,05b 17,97 15,15a
68,32b 22,61 19,95ab
64,S9ab 26,11 21,55ab
48,72a 28,28 38,861,
63,33b 26,54ab 23,21a
67,llb 24,13a 17,97ab
63,28b 25,28ab 25,32ab
50,Olab 26,85ab 38,26b
40,lOa 33,2Sab 43,50b
34,70a 38,19b 44,24b
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TABLA 16. Relación lineal entre el porcentaje normalizado (y) de plántulas normales,
plántulas anormales y semillas muertas y el tiempo de envejecimiento (x), procedentes de
semillas, SP y SG, de girasol (Hellanthus annuus L. cv. Peredovik). Significación del
coeficiente de correlación a P<0,001 (***) y P=O,05(*).
TAMAÑO y=ax+b r
Semillas SP:
Nonnales -2,8596 x + 83,1158 ~0,8649***
Anormales 0,9488 x + 18,0445 0,5153*
Muertas 3,2709 x + 2,0793 0,8385***
Semillas SG:
Normales -3,5244 x + 70,0699 ~0,8866***
Anormales 1,4836 x + 21,6973 O,7180***
Muertas 2,7399 x + 19,0593 0,7597***
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4.1.2. Ensayos de vigor: crecimiento de plántulas e índices
relacionados
Los ensayos del crecimiento de plántulas se realizaron a partir de plántulas
consideradas normales a los 10 días de imbibición, procedentes de semillas germinadas y
que no mostraban ningún tipo de anormalidad. En estos ensayos el crecimiento se expresa
en función de la longitud total de la plántula, así como de la raíz e hipocótilo, medidos de
forma independiente.
El análisis estadístico (Tabla 17) muestra que, respecto a la longitud total de las
plántulas, no existen diferencias significativas debidas al tamaño de las semillas, aunque
presentan una respuesta diferente frente al envejecimiento. El estudio de esta fuente de
variación en cada tipo de semillas (Tabla 18) revela que el envejecimiento artificial afecta
significativamente a la longitud de las plántulas. El test múltiple de Duncan (Tabla 19)
señala que las diferencias más importantes corresponden, en las SP, a las envejecidas
durante 7 y 11 días y en las SG a las envejecidas durante 11 días, aunque, en estas
últimas, los valores medios son en todos los casos inferiores a los detectados en las
semillas no tratadas.
Posteriormente se procedió a la determinación de la longitud correspondiente a la
raíz y al hipocótilo (Fig. 20) de las plántulas procedentes de semillas sometidas a
envejecimiento artificial. El análisis estadístico de los resultados obtenidos con ambos
tipos de semillas (Tabla 20) muestran que respecto a la raíz no existen diferencias
significativas debidas al tamaño de la semillas, aunque el tiempo de envejecimiento afecta
de diferente forma a las SP y las SG. Por el contrario, ambos tipos de semillas difieren
significativamente (P =0,001)en relación a la longitud del hipocótilo, tanto por efecto del
tamaño de la semilla como por el tiempo de envejecimiento.
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Asimismo, se puede observar que las SP (Fig. 20A) muestran una alteración
significativa (Tabla 21) de la longitud de la raiz y de la longitud del hipocótilo cuando el
tiempo de envejecimiento se prolonga a 7 y 11 días. En el caso de las SG (Fig. 208) se
detectan fluctuaciones en la longitud de la raíz durante el periodo de envejecimiento,
presentando en todos los casos valores inferiores a los observados en las semillas no
tratadas. Respecto al hipocótilo, las mayores diferencias se detectan en las plántulas
procedentes de semillas envejecidas durante 7 y 11 días.
El análisis del vigor de las plántulas mediante los indices de uniformidad (SUI)
y de vigor (IVI) descritos por Huang (1989), ponen de manifiesto el efecto del
tratamiento. La aplicación de estos índices a los datos experimentales obtenidos se indican
en la Tabla 22.
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Figura 20. Efecto del tiempo de envejecimiento artificial (43 0C, 75 % HR>
en el vigor de las semillas de girasol (SP y SG) cv. Peredovik <A y B,
respectivamente). Vigor expresado como longitud de la raíz <círculos
negros), longitud del hipocótilo (círculos blancos), y relación longitud de la
raíz/longitud del hipocótilo <R/H). Cada punto representa el valor medio
±SEde 25 plántulas. Los puntos con la misma letra no presentan
diferencias significativas según el test múltiple de Duncan, para el
correspondiente análisis de varianza (Tabla 21).
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TABLA 17. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) de la longitud total de las
plántulas normales procedentes de las semillas de girasol (Helianthus annuus L. cv.
Peredovik) a los 10 días de imbibición a 25 0C, en función del tiempo de
envejecimiento artificial (43 0C, 75 % HR) y del tamaño de la semilla. Diferencias
significativas a P=0,001(**), P=O,01(*) y diferencias no significativas (NS).
Fuente de variación gI LONGITUD, cm
Envejecimiento (t)
Tamaño (T)
Interacción (txT)
Error
2
2
2
288
1236,328**
122,752NS
976,388*
15729,067
TABLA 18. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) de la longitud de las plántulas
procedentes de semillas de girasol (Hellanthus annuus L. ev. Peredovik), SP y SG, en
función del tiempo de envejecimiento artificial (43 0C, 75 % HR). Diferencias
significativas a P=O,Ol(**) y P~0,O5 (*).
Fuente de
variación gI
LONGITUD, cm
SG
Envejecimiento
Error
1
144
1357,281**
7779,547
855,435*
7950,052
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TABLA 19. Longitud total (cm) de las plántulas normales a los 10 días de germinación
a 25 0C, procedentes de semillas (SP y SG) de girasol (Helianthus annuus L. cv.
Peredovik) sometidas a envejecimiento artificial (43 0C, 75 % HR). Cada valor
representa la media +SE de la longitud de 25 plántulas. Los valores medios seguidos
por la misma letra no presentan diferencias para el nivel de significación del
correspondiente análisis de varianza (Tabla 18), según el test múltiple de Duncan.
ENVEJECIMIENTO, días SP SG
1
1
1
1
1
11
31,39+1 48bc
33,57+ 1 48c
31,43+1 62bc
32,26+ 1 S9bc
27,06+1 lOab
25,11+1 08a
32,92+1 41b
28,09+1 28ab
27,66+1 43ab
27,36+ 1 l3ab
31,13+203ab
25,98+1 48a
TABLA 20. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) de la longitud (cm) de la raíz
e hipocótilo de plántulas normales procedentes de las semillas de girasol (Helianihus
annuus L. cv. Peredovik) a los 10 días de imbibición a 25 0C, en función del tiempo
de envejecimiento artificial (43 0C, 75 % HR) y del tamaño de la semilla. Diferencias
significativas a P<0 001 (***), P’tO 01 (**) y P<O 05 (*) y diferencias no
significativas (NS).
Fuente de variación gI Raíz Hipocótilo
Envejecimiento (t)
Tamaño (T)
Interacción (txT>
Error
2
2
2
288
647,079*
0,908N5
891 ,924**
12427,632
162,713***
102,551***
70,093N5
1965,950
TABLA 21. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) de la longitud (cm) de la raíz
e hipocótilo de las plántulas normales procedentes de las semillas (SP y SG) de girasol
(Helianthus annuus L. cv. Peredovik) a los 10 días de imbibición a 25 0C, en función
del tiempo de envejecimiento artificial (43 0C, 75 % HR). Diferencias significativas a
P<O 01 (**), P=0,05(*) y diferencias no significativas (NS).
Fuente de
variación gl
SP SG
Raíz Hipocótilo Raíz Hipocótilo
Envejecimiento
Error
1
144
868,92**
6131,15
106,47*
974,85
670,O8**
6296,48
126,34*
991,10
136
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TABLA 22. Evaluación del vigor de plántulas de girasol (Helianthus annuus L. cv.
Peredovik), procedentes de semillas (SP y SG) artificialmente envejecidas (43 0C,
75 % HR), mediante la aplicación de los índices de uniformidad (SUI) y de vigor (LVI),
calculados a partir de las expresiones que se señalan en el apartado de Material y
Métodos propuestas por Huang (1989).
Tí~o DE
SEMILLA
ENVESECIMIENTO,
DÍAS 5111 IVi, %
SP
1
1
1
1
1
11
0,87
0,98
1,75
0,54
1,23
0,48
67
86
147
42
88
23
SG
11
11
111
1,95
1,20
0,48
0,67
0,34
0,55
137
90
34
34
12
15
137
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4.2. Contenido de humedad de las semillas de girasol
El contenido de humedad alcanzado por las semillas (SP y SG) durante el período
de envejecimiento artificial se muestra en la Figura 21. Se puede observar que la humedad
inicial de las semillas es de 0,05 g H20/g semilla (p.s.), independientemente del tamaño
de las mismas. El análisis estadístico (Tabla 23) no reveló diferencias significativas en
relación al tamaño de la semilla, pero si respecto a su comportamiento en respuesta a las
condiciones de envejecimiento. El tratamiento produce un incremento significativo del
contenido de humedad (Tabla 24), detectable (Fig. 21> desde el primer día de
envejecimiento (18 y 23 %, para SP y SG, respectivamente) y que se hace más evidente
a medida que se prolonga tratamiento, incrementándose hasta el 31 y 42 % en semillas
envejecidas durante 7 y 11 días, respectivamente. El contenido de humedad detectado fue
de 0,06 g H20/g semilla a los 7 días y 0,07 g H20/g semilla a los 11 días, obteniéndose
idénticos valores en SP y SG.
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Figura 21. Contenido de humedad de las semillas de girasol cv. Peredovik, SP
(barras negras> y SG (barras blancas> durante el período de envejecimiento
artificial (43 0C, 75 % HR). Cada punto representa el valor medio ±SEde cuatrodeterminaciones independientes, Para cada tipo de semillas, las barras con la
misma letra no presentan diferencias significativas según el test múltiple de
Duncan, para el correspondiente análisis de varianza <Tabla 24).
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TABLA 23. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) del contenido de humedad (g
H10/g semilla) de las semillas de girasol (Helianthus annuus L. cv. Peredovik) en
función del tiempo de envejecimiento artificial (43 “C, 75 % HR) y del tamaño de la
semilla. Diferencias significativas a P<0 001 (*) y diferencias no significativas (NS).
Fuente de variación gí HUMEDAD
Envejecimiento <t)
Tamaño (T)
Interacción (txT)
Error
3
3
3
36
21 ,94 1 *
0,004N5
0,420N5
107,886
TABLA 24. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) del contenido de humedad (g
H20/g semilla) de las semillas (SP y SG) de girasol (Hetianthus annuus L. cv.
Peredovik) en estado seco, en función del tiempo de envejecimiento artificial (43 oc,
75 % 1-IR). Diferencias significativas a P<0 001 (*)
Fuente de variación gI SP SG
Envejecimiento
Error
1
18
10,946*
2,240
11,415*
1,425
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4.3. Ensayos de Iiberaci6n: análisis de los exudados de las
semillas de girasol
4.3.1. pH de los exudados
Los resultados obtenidos en la determinación del pH de los exudados de las semillas
sometidas a distintos períodos de envejecimiento se muestran en la Figura 22. Los valores
de pH a los 30 minutos de imbibición presentaron diferencias significativas (Tabla 25)
entre las SP y las SG, tanto por efecto del tamaño de la semilla como por el tiempo de
envejecimiento. La determinación del pH a los 30 minutos de la imbibición ha sido
propuesta recientemente (Tyagi, 1993) como un método capaz de predecir la capacidad
germinativa de semillas de distintas especies. Sin embargo, en nuestro material biológico,
no hemos encontrado diferencias significativas entre los valores de pH a los 30 minutos
de los exudados de las SP (Tabla 26) sometidas al proceso de envejecimiento artificial,
aunque las SG mostraron valores de pH significativamente (Tabla 26, Fig. 22)
incrementados en las semillas envejecidas durante 1 y 3 días.
Los valores de pH a las 24 horas de imbibición no mostraron diferencias
significativas en función del tiempo de envejecimiento ni del tamaño de la semilla (Tabla
25). Tanto para las SP como para las SG, los valores de pH estuvieron en todos los casos
comprendidos entre 5,4 y 5,9. Sin embargo, es interesante señalar que los valores de pH
medidos a los 30 minutos difieren significativamente de los obtenidos a las 24 horas de
imbibición (Tabla 27) tanto en SP como en SG.
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Figura 22. Efecto del tiempo de envejecimiento artificial <43 ~C, 75 % HR) en el
pH de los exudados de semillas de girasol <SP y SG) cv. Peredovik (A y B,
respectivamente>. Círculos blancos y negros, pH de los exudados a los 30
minutos y 24 horas de imbibición, respectivamente. Cada punto representa el
valor medio ±SEde cuatro determinaciones independientes. En cada caso, los
puntos con la misma letra no presentan diferencias significativas según el test
múltiple de Duncan, para el correspondiente análisis de varianza (Tabla 26).
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TABLA 25. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) de los valores de pH
detectados en los exudados de las semillas de girasol (Helianthus annuas L. cv.
Peredovik) a los 30 minutos y a las 24 horas de imbibición, en función del tiempo de
envejecimiento artificial (43 0C, 75 % HR) y del tamaño de la semilla. Diferencias
significativas a P=0,O01 (***), P=0,01 (**), P=0,05 (*) y diferencias no
significativas (NS).
Fuente de variación gI pH 30 mm pH 24 h
Envejecimiento (t)
Tamaño (T)
Interacción (txT)
Error
3
3
3
36
0,198**
O,537***
0,157*
0,342
0,381N5
0,027N5
0,236N5
2,018
¡ TABLA 26. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) de los valores de pH de los
¡ exudados procedentes de semillas de girasol (Helianihus annaus L. cv. Peredovik), SP
¡ y SG, a los 30 minutos y a las 24 horas de imbibición, en función del tiempo de
envejecimiento artificial (43 0C, 75 % HR). Diferencias significativas a P=0,01(*) y
¡ diferencias no significativas (NS).
Fuente de
variación gl
SP SG
11 30 mm pH 24 h pH 30 mm pH 24 h
Envejecimiento
‘Error
1
18
0,093N5
0,185
0, 1O6NS
0,347
0,262* 0,51 lNS
0,157 1,671
Fuente de variación gI SP SG
Imbibición
Error
4
46
1,294*
0,828
2,484*
1,547
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TABLA 27. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) de los valores de pH de los
exudados procedentes de semillas de girasol (Helíanthus annuus L. cv. Peredovik), SP
y SG, en función del tiempo de imbibición. Diferencias significativas (*) a P<0 001.
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4.3.2. Contenido de fósforo de los exudados
La Figura 23 muestra la evolución de los niveles de fósforo detectados en los
exudados de las semillas a las 24 horas de imbibición. Se puede observar que el tamaño
de la semilla no influye significativamente en los niveles de fósforo detectados, mientras
que el tiempo de envejecimiento afecta significativamente a la liberación de fósforo (Tabla
28). El análisis estadístico de esta variable en función del tiempo de envejecimiento para
cada tipo de semillas muestra asimismo diferencias significativas (Tabla 29>. Tanto en las
SP como en las SG, envejecidas de 1 a 7 días, los valores de fósforo no presentan
diferencias significativas según el test múltiple de Duncan (Fig. 23), produciéndose el
mayor incremento a los 11 días de envejecimiento.
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Figura 23. Efecto del tiempo de envejecimiento artificial (43 0C, 75 % HR) en la
cantidad de fósforo de los exudados de semillas de girasol cv. Peredovik, a las
24 horas de imbibición. SP, barras negras; SG, barras blancas. Cada barra
representa el valor medio ±SEde cuatro determinaciones independientes. Para
cada tipo de semilla, las barras con la misma letra no presentan diferencias
significativas según el test múltiple de Duncan, para el correspondiente análisis
de varianza (Tabla 29).
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TABLA 28. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) de la cantidad de fósforo
presente en los exudados procedentes de semillas de girasol (Helianihus annuus L. cv.
Peredovik) a las 24 horas de imbibición, en función del tiempo de envejecimiento
artificial (43 0C, 75 % 1-IR) y del tamaño de la semilla. Diferencias significativas a
P=0,O0](*) y diferencias no significativas (NS).
Fuente de variación FÓSFORO
Envejecimiento U)
Tamaño (T)
Interacción (txT)
Error
3
3
3
36
23,385*
0,OI6NS
4,035N5
13,073
TABLA 29. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) de la cantidad de fósforo
presente en los exudados procedentes de semillas de girasol (Helianthus annaus L. cv.
Peredovik), SP y SG, en función del tiempo de envejecimiento artificial (43 0C, 75 %
HR). Diferencias significativas a P=0,00l (**) y a P=0,O5(*).
Fuente de variación gí SP SG
Envejecimiento
Error
1
18
1 9,863**
5,998
7,558*
7,081
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4.3.3. Absorbancia de los exudados
Los exudados de los distintos lotes de semillas sometidas a envejecimiento
acelerado presentaron un máximo de absorción entre 260 y 280 nm (Figs. 24 y 25) que
se incrementa drásticamente en los exudados de las SP envejecidas durante 11 días y de
la SG envejecidas durante 7 y II días, que pone de manifiesto la salida masiva de solutos
intracelulares. Los valores de absorbancia de los exudados a las 24 horas de imbibición
medidos a esta longitud de onda se muestran en la Figura 26, donde se puede observar que
la evolución de la absorbancia a 280 mii sigue un curso lineal definido por las ecuaciones:
y= 0,056 x + 0,4365 (r ==0,6912***), y 0,085 x + 0,6307 (r =O,6337**) para las
SP y las SG, respectivamente. Asimismo se puede observar que existen diferencias
importantes entre ambos tipos de semillas, que además mostraron significación estadística
(Tabla 31) por efecto del tiempo de tratamiento y del tamaño de la semilla. Por otra parte,
los valores de absorbancia a 280 nm detectados en los exudados procedentes de las SP
(Fig. 26) presentaron diferencias significativas en función del tiempo de envejecimiento
(Tabla 30), a partir de los 3 días de tratamiento de acuerdo con el test de separación de
medias aplicado, mientras que en el caso de las SG, tales diferencias sólo se detectan en
las semillas envejecidas durante 11 días.
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Figura 24. Espectro de absorción de los exudados de las semillas <SP) de girasol cv.
Peredovik no tratadas <a> y envejecidas artificialmente durante 1, 3. 5, 7 y 11 días
<b, c, d, e y f, respectivamente).
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Figura 25. Espectro de absorción de los exudados de las semillas (SG> de girasol
cv. Peredovik no tratadas (a) y envejecidas artificialmente durante 1, 3, 5, 7 y 11
días (b, c, d, e y t, respectivamente).
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Figura 26. Efecto del tiempo de envejecimiento artificial (43 0C, 75 % HR) en la
absorbancia a 280 nm de los exudados procedentes de semillas de girasol cv.
Peredovik. Círculos negros y blancos, SP y SG, respectivamente. Cada punto
representa el valor medio ±SEde cuatro repeticiones independientes. Para cada
tipo de semilla, los puntos con la misma letra no presentan diferencias
significativas según el test múltiple de Duncan, para el correspondiente anélisis
de varianza (Tabla 31).
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TABLA 30. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) de los valores de absorbancia
a 280 nm (A~j de los exudados procedentes de semillas de girasol (Hetianthus annuus
L. cv. Peredovik) a las 24 horas de imbibición, en función del tiempo de envejecimiento
artificial (43 0C, 75 % HR) y del tamaño de la semilla. Diferencias significativas a
P <0 001 (*) y diferencias no significativas (NS).
Fuente de variación gI
Envejecimiento (t)
Tamaño (T)
Interacción (txT)
Error
3
3
3
36
3,947*
1,294*
0,354N5
2,882
TABLA 31. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) de los valores de A
2~ de los
exudados procedentes de semillas de girasol (Helianthus annuus L. cv. Peredovik), SP
y SG, en función del tiempo de envejecimiento. Diferencias significativas a P<0 001
(**) ya P=0,05(*)
Fuente de variación gl SP SG
Envejecimiento
Error
1
18
3,002**
1,549
1,299*
1,333
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4.3.4. Intensidad de corriente eléctrica: análisis individualizado
de los exudados
La determinación individualizada de la intensidad de corriente eléctrica se ha
llevado a cabo en: 1) aquenios, 2) semillas y 3) pericarpios. No obstante, y a los efectos
de la descripción de los resultados, en este epígrafe resulta conveniente matizar la
terminología empleada, con objeto de precisar los ensayos realizados. Teniendo en cuenta
la nota aclaratoria, señalada en el apartado 3.1., sobre las denominaciones usualmente
referidas y empleadas por investigadores, tecnólogos y analistas de semillas (Gay y col.,
1991) y únicamente desde este punto de vista, se consideran los términos aquenio y
pericarpio, equivalentes a semilla completa y cubierta, respectivamente. Por tanto, en este
caso, la expresión semilla, hace referencia a la semilla sin cubierta.
La liberación de iones, medida en función de la ICE (MA), procedentes de semillas
completas de girasol (SP y SG) se muestra en la Figura 27. En todos los casos, tanto en
semillas no envejecidas (Fig. 27A), como en las sometidas a envejecimiento artificial (Fig.
278-F), se observa una evolución semejante de la ICE. Existe una rápida salida de iones
durante las primeras horas de imbibición, que posteriormente tiende a estabilizarse,
observándose un cambio en la cinética de liberación de iones a tiempos prolongados de
imbibición. Este último efecto se hace más patente a medida que aumenta el
envejecimiento. Por otra parte, al final del periodo de imbibición, las SP presentaron una
menor liberación de iones frente a los detectados en los exudados provenientes de las SG.
El análisis estadístico (Tabla 32) de los resultados obtenidos a las 24 horas refleja la
influencia del tamaño de la semilla, que resulta ser muy significativa (P=0,00l).Respecto
a esta variable cabe señalar además que las SP y las SG evolucionan de forma
significativamente (P=O,01)diferente en función del tiempo de envejecimiento.
Por otra parte, el estudio estadístico de los valores finales de ICE para cada tipo
de semillas (Figs. 28A y B), revela que el tiempo de envejecimiento no afecta
significativamente (Tabla 33) a la cantidad de electrolitos liberados, aunque los valores
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tienden a incrementarse a medida que se prolonga el tiempo de envejecimiento. Este tipo
de ensayos se utiliza habitualmente como sistema indirecto para determinar la viabilidad
de las semillas. Sin embargo, los resultados señalados no reflejan una buena correlación
entre los valores medios de ICE a las 24 horas de imbibición y la viabilidad medida en los
ensayos de germinación (r=-0,4437 y r=-0,0567 en SP y SG, respectivamente).
En la Figura 29 se presenta la evolución de la ICE de los exudados procedentes de
los pericarpios de las SP y SG. En ambos casos, se puede observar que existe una rápida
liberación de iones durante las primeras horas de imbibición, que posteriormente se
estabiliza hasta las 24 horas. Sin embargo, si se observan diferencias en la cantidad de
iones liberados desde los pericarpios de las SP y las SG. Por otra parte, no se observan
diferencias significativas (P =0,05)entre la ICE determinada en los exudados procedentes
de los pericarpios de las semillas sometidas a 11 días de envejecimiento y las semillas no
tratadas.
La liberación de iones procedentes de las semillas (libres de pericarpio> se presenta
en la Figura 30. Los resultados muestran una liberación lenta, creciente y continua de
iones desde el comienzo del período de imbibición. Los valores de ICE medidos en estos
exudados fueron siempre inferiores a los observados en los procedentes de semillas
completas (Fig. 27) durante todo el período de imbibición.
Los valores de ICE a las 24 horas de imbibición detectados en los exudados de las
semillas sin pericarpio (Figs. 28A y B) presentaron diferencias muy significativas por
efecto del tamaño y además mostraron una evolución significativamente diferente respecto
al tiempo de envejecimiento (Tabla 34).
Esta variable analizada en función de] tiempo de envejecimiento en cada tipo de
semillas, mostró diferencias muy significativas (P =0,001)tanto en las SP como en las SG
(Tabla 35). La separación de valores medios por el test múltiple de Duncan (Figs. 28A y
B), revela que, para las SP, las diferencias se ponen de manifiesto a los 11 días de
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tratamiento. En cambio, para las SG aparecen diferencias significativas a partir de los 5
días de envejecimiento. La observación de los valores finales de ¡CE (y) revela que esta
variable se incrementa linealmente en función del tiempo de envejecimiento (x), tanto para
SP como SG (Fig. 28). Las rectas de regresión vienen definidas por las expresiones:
y =2,4086 x + 53,9279; r=O,8845*** para SP; y=4,8S&3 x + 54,026; r=O,7542***
para SG.
Por otra parte, los valores finales de ICE de los exudados de las semillas (sin
pericarpio) mostraron una buena correlación con la presencia de semillas muertas
(r=O,8971***) en el caso de las SP y con la aparición de plántulas anormales en el caso
de las SG (r=0,8680**j, de los ensayos estándar de germinación (Fig. 16). Sin embargo,
para comprobar el efecto de la eliminación del pericarpio en la capacidad germinativa se
realizó un ensayo de germinación con las semillas libres de pericarpio (Tabla 36) en el que
se observa un incremento muy importante del número de anormalidades en ambos tipos
de semillas.
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Figura 27. Evolución de la intensidad de corriente eléctrica (vA) de los exudados
de semillas completas de girasol cv. Perdovik en función del tiempo de
imbibición. SP <círculos negros> y SG (círculos blancos>. Semillas no tratadas
(A>, y envejecidas artificialmente (43 0C, 75 % HR) durante 1, 3, 5, 7 y 11 días(B, C, O, E y F, respectivamente). Cada punto representa el valor medio ±SEde
cuatro repeticiones cada una con 25 determinaciones independientes.
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Figura 28. Evolución de la intensidad de corriente eléctrica determinada a
las 24 horas de imbibición en los exudados de semillas de girasol completas
<círculos negros) y libres de pericarpio <círculos blancos> correspondientes
a SP <A) y SG (B), en función del tiempo de envejecimiento artificial <43 0C,
75 % HR>. Cada punto representa el valor medio ±SEde cuatro
repeticiones, cada una con 25 determinaciones independientes. En cada
caso, los puntos con la misma letra no presentan diferencias signigficativas
según el test múltiple de Duncan, para el correspondiente análisis de
varianza <Tabla 35>.
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Figura 29. Evolución de la intensidad de corriente eléctrica <pA> de los
exudados procedentes de los pericarpios de las semillas de girasol SP
(círculos> y SG <cuadrados), correspondientes a semillas no tratadas <A) y
envejecidas artificialmente <43 0C, 75 % HR) durante 11 días (B>. Cadapunto representa el valor medio de cuatro repeticiones cada una con 25
determinaciones independientes. El SE no excede el tamaño del símbolo.
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Figura 30. Evolución de la intensidad de corriente eléctrica (pA> de los exudados
de las semillas de girasol cv. Peredovik <libres de pericarpio), en función del
tiempo de imbibición. SP <círculos negros) y SG <círculos blancos>. Semillas no
tratadas (A> y envejecidas artificialmente (43 0C, 75 % HR> durante 1, 3, 5, 7y 11 días <B, C, D, E y F, respectivamente>. Cada punto corresponde al valor
medio ±SE de cuatro repeticiones, cada una con 25 determinaciones
independientes.
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TABLA 32. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) de la ICE de los exudados
procedentes de semillas completas de girasol (Helianthus annaus L. cv. Peredovik>
sometidas a 24 horas de imbibición, en función del tiempo de envejecimiento artificial
(43 0C, 75 % HR) y del tamaño de la semilla. Diferencias significativas a P<0 001
(**), P=0,01(*) y diferencias no significativas (NS).
Fuente de variación gI ICE
Envejecimiento (t)
Tamaño (T)
Interacción (txT)
Error
3
3
3
36
1030,048*
10424,129**
312,672N5
2089,976
TABLA 33. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) de la ICE de los exudados
procedentes de semillas completas de girasol (Helianthus annuus L. cv. Peredovik), SP
y SG, imbibidas durante 24 horas, en función del tiempo de envejecimiento artificial
(43 0C, 75 Vv HR). Diferencias no significativas (NS).
Fuente de variación gí SP SG
Envejecimiento
Error
1
18
465,667N5
762,556
859,794N5
1613,698
TABLA 34. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) de la ICE de los exudados
procedentes de semillas de girasol (Hetianthus annuus L. cv. Peredovik) libres de
pericarpio imbibidas durante 24 horas, en función del tiempo de envejecimiento artificial
(43 0C, 75 Vv HR) y del tamaño de la semilla. Diferencias significativas a P<0 001
(*) y diferencias no significativas (NS).
Fuente de variación gI ICE
Envejecimiento (t)
Tamaño (T)
Interacción (txT)
Error
3
3
3
36
9758,830*
10176,858*
1132, 12SNS
4168,915
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TABLA 35. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) de la ICE de los exudados
procedentes de semillas de girasol (Helianthus annuus L. cv. Peredovik) libres de
pericarpio, SP y SG, imbibidas durante 24 horas, en función del tiempo de
envejecimiento artificial (43 0C, 75 Vo HR). Diferencias significativas a P’<0 001 (*).
Fuente de variación gI SP SG
Envejecimiento
Error
1
18
2127,884*
321,383
8718,070*
3847,532
TABLA 36. Capacidad germinativa de las semillas (SP y SG)
de girasol (Helianthus annuus L. cv Peredovik) no tratadas y
libres de pericarpio. N, plántulas normales, A, plántulas
anormales y M, semillas muertas.
TAMAÑO N A M
SP 67 26 7
SG 49 36 16
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4.3.4.1. CinétIca de liberación de iones
La cinética de liberación de iones presentada en la Figura 30 es de primer orden
y viene definida por una función monomolecular que asume que la cantidad de iones
liberada depende de la cantidad de iones que queda por liberar:
L= C (1-
donde,
L = cantidad de iones liberada, en pA
t = periodo de imbibición, en horas
C y K, son parámetros estimados por la función cuyo significado es el siguiente:
C = asintota cuando t-~oo, biológicamente representa la cantidad final de iones liberada
K = constante cinética, relacionada con la velocidad inicial (dL/dt)~0 = K.C
En la Tabla 37 se presentan los valores de los parámetros estimados para esta
función. En todos los casos, el coeficiente de regresión (R
2) fue superior a 0,9607.
Teniendo en cuenta la bondad del ajuste, el análisis estadístico de los parámetros estimados
por la función (Tabla 38) revela las diferencias existentes en función del tiempo de
envejecimiento, para ambos tipos de semillas.
Desde un punto de vista teórico, los iones detectados en Jos exudados de las
semillas completas (aquenio) corresponderían a los liberados por cada uno de sus
componentes (pericarpio y semilla). Sin embargo, los datos experimentales no son
equivalentes a los que se obtendrían mediante su suma algebraica, ya que la cesión de
iones de la semilla completa muestra una evolución diferente (Fig. 27) a la observada
cuando se analiza esta cesión en sus distintos componentes (Figs. 29 y 30). Teniendo en
cuenta la representación gráfica de los datos experimentales (Fig. 27), la evolución de la
ICE de la semilla completa fue analizada por métodos de regresión no lineal a modelos
matemáticos. No obstante, los ajustes realizados a funciones de tipo sigmoide
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(monomolecular y logístico) no alcanzaron la convergencia cuando se considera el período
completo de imbibición ni cuando se tienen en cuenta períodos inferiores dado el cambio
de tendencia en la cesión de iones, que se presenta en todos los casos aproximadamente
entre 14-18 horas de imbibición.
Los resultados anteriores podrían apoyar la hipótesis de que la ICE de los exudados
procedentes de las semillas no tratadas o envejecidas podría ser la resultante de una cesión
rápida de iones desde el pericarpio y otra cesión lenta y progresiva de iones desde la
semilla. Esta hipótesis se formaliza en el modelo que a continuación se representa de
forma esquemática:
Modelo que se propone para la liberación de iones procedentes de semillas
completas de girasol Gv. Peredovik. La cantidad de iones en el medio de
imbibición (0) depende de la cantidad de iones cedidos desde el pericarpio (Ci>
con una constante de velocidad de primer orden (K1) y de la cantidad de iones
cedidos desde la semilla (02) con una constante de velocidad de primer orden
<KJ. El planteamiento del modelo y su desarrollo se definen en el texto.
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El planteamiento de este modelo implica las siguientes consideraciones:
1) La velocidad de aparición de iones en el medio (dCldt) depende de la
cantidad de iones presentes en el pericarpio (C1), que se ceden desde el
mismo con una constante cinética de velocidad de primer orden (k1):
dCdf 111
2) La velocidad de liberación de iones desde la semilla (dC2/dt) depende de
la cantidad de iones presentes en la misma (C2), que se ceden con una
constante cinética de velocidad de primer orden (k2):
d4
__ --kC
dI 22 ¡2]
3) En consecuencia, la liberación de iones desde el pericarpio dependerá de la
velocidad de cesión de iones desde la semilla (-k2.C2) y de la velocidad de
aparición de iones en el medio de imbibición (k1. C1):
dG~
df [3]
El desarrollo
[2], obteniéndose,
matemático del modelo comienza con la integración de la ecuación
£720. e
donde C corresponde
[4¡
a la cantidad inicial (para t=O) de iones presentes en la semilla.
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Sustituyendo C2 en [3],
reagrupando términos,
eÍ<lt~ kC0 ~-Iy~ 6k1.t
integrando la ecuación [6],
e k~t k2.t~cte
el valor de la constante se obtiene para t=0, donde C1 =C,
k
cte= G10~ 24
k-k2
[71
[8]
la ecuación [8]se sustituye en [7] y reagrupando términos se obtiene,
[91
dG,
df
s020 e -‘y [5]
dq
~dt
+ 16]
C~. e~t=k 42’
o
44
1 2
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Una vez obtenido el valor de C1 se sustituye en la ecuación [1],
o
df ~• [Ca. e/<lt k ~2 . (e k1t~ e~t)] [101
dCk 1 2’
y por integración se obtiene el valor de C,
¡11]
Los valores experimentales de ICE se ajustaron a la ecuación anterior. Sin
embargo, el ajuste no puede considerarse satisfactorio desde el punto de vista estadístico,
por los valores de la desviación estándar de los parámetros estimados y de los residuales,
debido probablemente al cambio de tendencia en la liberación de iones observado a
períodos prolongados de imbibición (Fig. 27). Esta variación en la liberación de iones se
produce en todos los casos analizados aproximadamente a partir de las 16 horas de
imbibición, momento que puede considerarse como tiempo crítico. Conviene señalar, no
obstante, que este cambio de tendencia no se detecta en los exudados procedentes de los
pericarpios (Fig. 29) y de las semillas (Fig. 30). Si este cambio de tendencia es el
responsable de la falta de ajuste señalada anteriormente, la posibilidad inmediata sería
verificar la hipótesis planteada en el modelo mediante el ajuste de los valores
experimentales obtenidos desde el comienzo de la imbibición hasta el tiempo crítico.
Cuando se considera este periodo de imbibición (0-16 h), el ajuste a la función matemática
que desarrolla el modelo de cesión propuesto fue satisfactorio desde el punto de vista
estadístico, ya que en todos los casos se alcanzó la convergencia entre los valores
experimentales y los estimados por la función (Tabla 39), obteniéndose coeficientes de
determinación (R2) superiores a 0,9993. Los parámetros estimados para la liberación de
iones procedentes de las SP no presentan diferencias significativas (Tabla 40), mientras que
cm C0(1 e~%± I<C0 -k
2.t _ &C20
(1-e ) k~-S (1-e
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en el caso de las SG existen diferencias que afectan a la cantidad inicial de iones liberados
desde el pericarpio (C» y desde la semilla (C).
Con objeto de completar el estudio sobre la evolución de la liberación de iones
durante todo el proceso de imbibición, se procedió a analizar dicha evolución teniendo en
cuenta el período comprendido entre 16 y 24 horas. Los valores experimentales de ICE
durante este periodo (Fig. 31), mostraron una tendencia similar a la observada para las
semillas sin pericarpio (Fig. 30), por lo que se ajustaron a funciones matemáticas de tipo
sigmoide. Para todos los casos analizados, los valores experimentales se ajustaron a una
función monomolecular. Si bien se alcanzó la convergencia, como revelan los parámetros
estimados (Tabla 42), los coeficientes de determinación (R2) no pueden considerarse en
todos los casos satisfactorios, ya que los mismos estuvieron comprendidos en los rangos
0,7846-0,9915, para las SP y 0,6629-0,9494, para las SG. No obstante, el análisis
estadístico de estos parámetros revela que, para ambos tipos de semillas, existen
diferencias significativas por efecto del tiempo de envejecimiento (Tabla 43), que se
reflejan, según cl test múltiple de Duncan (Tabla 42), en las semillas más envejecidas.
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TIEMPO DE IMBIBIcION, horas
Figura 31. Evolución de la intensidad de corriente eléctrica <uA) de los
exudados de semillas completas de girasol cv. Perdovik entre las 16 y 24
horas de imbibición. SP <círculos negros> y SG <ofreulos blancos). Semillas
no tratadas <A>, y envejecidas artificialmente durante 1, 3, 5, 7 y 11 d[as
<B, C, D, E y F, respectivamente). Cada punto representa el valor medio
±SE de cuatro repeticiones cada una con 25 determinaciones
independientes.
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TABLA 38. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) de los parámetros de liberación
estimados por la función monomolecular para las semillas de girasol (Helianthus annuus
L. cv. Peredovik) SP y SG, sometidas a 24 horas de imbibición, en función del tiempo de
envejecimiento artificial (43 “C, 75 % HR). Diferencias significativas a P=0,00l (***),
P~C0 01 (**) y P=0,05(*).
Fuente de
variación
SP SG
1< C K
Envejecimiento
Error
1
18
1761 ,446**
1274,322
0,0097**
0,0060
15242,47***
5059,18
0,0067*
0,0058
TABLA 37. Parámetros estimados para el ajuste a la función monomolecular:
L=C(1 - ckt) para la liberación de iones determinada en Jos exudados procedentes de
semillas de girasol (Helianthus annuus L. ev. Peredovik), SP y SG, libres de pericarpio
y artificialmente envejecidas. C y K, parámetros estimados por la función, cuyo
significado biológico queda reflejados en el texto. Cada dato representa el valor medio
+SE de cuatro repeticiones, cada una con 25 semillas. Para cada columna, los valores
seguidos por la misma letra no presentan diferencias estadísticamente significativas
según el test múltiple de Duncan, para el nivel de significación señalado en la Tabla 38.
TIEMPO DE PARÁMETROS
ENVEJECIMIENTO,
días C K (x102)
Semillas pequeñas:
o 50,72+762ab 6,18+090a
1 43,03+3 51 a 10,73+1 21 ab
3 52,67+4 59 ab 7,55+0 53 ab
5 44,21+238 a 10,73+0 93 ab
7 55,03+ 1 67 ab 9,38+043 ab
11 69,00+252b 12,03+1 17b
Semillas grandes:
o 65,90+7 45 a 7,53+053 ab
1 74,92+1778a 7,20+069a
3 95,11+16 41 ab 5,33+049a
5 76,45 +23 16 a 10,78+0 88 b
7 86,57+21 43 ab 8,85 +0 99 ab
11 142,74+708 b 7,37+1 42 ab
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TABLA 40. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) de los parámetros estimados
(Tabla 39) por la función que define el modelo propuesto para la liberación de iones
procedentes de semillas (SP) completas de girasol (Hellanthus annuus L. cv. Peredovik),
imbibidas durante 16 horas, en función del tiempo de envejecimiento artificial (43 oc,
75 % HR). Diferencias no significativas (NS) a P=0,05.
Fuente de variación gl
Envejecimiento
Error
1
18
105,929NS
337,856
0,499N5
0,102
447,547N5
328,953
0,OI4NS
0,038
TABLA 39. Parámetros estimados para la función (ecuación [11]>que define el modelo
propuesto para la de liberación de iones de semillas de girasol (Helianthus annuus L.
cv. Peredovik), hasta las 16 horas de imbibición. Función y significación biológica de
los parámetros, señaladas en el texto. Cada dato representa el valor medio ±SEde
cuatro repeticiones. Los valores medios seguidos por la misma letra no presentan
diferencias significativas según el test múltiple de Duncan, para el nivel de significación
señalado en la Tabla 41.
TIEMPO DE PARÁMETROS
ENVEJECIMIENTO, k2(xío’)
semillas
pequeñas:
0 41 06+1 98 1 61+009 28,53+066 2,4±0,1
1 40 14+1 90 1 71+0 11 37,80+1 27 2,6±0,2
3 42 02+0 85 2 02+0 23 30,90+2 02 2,8±0,3
5 35,54+2 80 1,90±0,18 36,21±1,76 2,6+02
7 38,59+1 34 1 95+0 15 41,54+3 44 2,5 ±0,2
11 8,53+320 1,93±0,16 36,16±2,53 3,1±0,3
semillas
grandes:
o so 26±295 ab 1,75 ±0,17 36,67+2 67 a 2,8±0,3
1 53 00+2 86 b 200+0 11 41,45±1,14ab 2,6±0,2
3 44 87+3 21 ab 2 44+0 30 60,17+249 e 2,5±0,4
5 45 59+1 50 ab 2 16+0 18 55,41+4 69 bc 2,2±0,1
7 40,62+2 92 a 2 61+047 56,59±2,92bc 1,9±0,1
11 48 12+1 41 ab 1 73+0 17 51,94+2 89 bc 1,8+03
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TABLA 41. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) de los parámetros estimados
(Tabla 39) por la función que define el modelo propuesto para la liberación de iones
procedentes de semillas (SG) completas de girasol (Helianthus annuus L. cv.
Peredovik), imbibidas durante 16 horas, en función del tiempo de envejecimiento
artificial (43 0C, 75 % HR). Diferencias significativas a P<0 001 (**), P=0,05(*) y
diferencias no significativas (NS).
¡_Fuente de variación gI
Envejecimiento is 380,278* 2,613NS 1720,199** 0,034N5
Error 118 479,488 5,061 641,935 0,0608
TABLA 42. Parámetros estimados para la función monomolecular: L= C(1 - para
la liberación de iones (16-24 horas de imbibición) determinada en los exudados
procedentes de semillas completas de girasol (Helianthus annuus L. cv. Peredovik), SP
y SG, artificialmente envejecidas. C y K, parámetros estimados por la función cuyo
significado biológico, queda reflejado en el texto. Cada dato representa el valor medio
±SEde cuatro repeticiones, cada una con 25 semillas. Para cada columna, los valores
seguidos por la misma letra no presentan diferencias estadísticamente significativas
según el test múltiple de Duncan, para el nivel de significación señalado en la Tabla 43.
TIEMPO DE PARÁMETROS
ENVEJECIMIENTO,
días C K (xiO0)
Semillas pequeñas:
0 78,03+2 01 a 13 35+0 33 a
1 82,41+2 49 a 16,97+0 17 b
3 79,63+152a 1485+092c
5 76,25+3 14 a 15,78+0 81 e
7 86,98+3 15 a 26,27+0 65 c
11 96,25±5,371, 9,15±041 e
Semillas grandes:
o 106,78+625a 11,40+050a
115,05+3 19 a 13 38+064 b
3 117,92+4 22 a 13,78+0 90 b
5 107.77+5 81 a 15 32+0 80 be
7 108,89+5 83 a 13,05 ±0,56be
11 139,99+355b 728+025c
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TABLA 43. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) de los parámetros estimados por
la función monomolecular para las semillas completas de girasol (Helianthus annuus L.
cv. Peredovik), SP y SG, desde las 16 a las 24 horas de imbibición, en función del tiempo
de envejecimiento artificial (43 “C, 75 % HR). Diferencias significativas a P<0 001 (***)
y P=0,01 (**)
Fuente de
variación
SP SG
C K
C K
Envejecimiento
Error
1
18
1092,373**
735,223
0,0151~~
0,0024
3133,925**
1771,019
0,0151***
0,0029
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4.4. Cinética de captación de agua de las semillas de girasol
El peso de las semillas (SP y SG) durante la imbibición se muestra en la Figura 32.
Se puede observar que, en todos los casos, el peso de las semillas se incrementa de forma
acusada durante las primeras horas de imbibición y tiende a estabilizarse durante el
proceso de rehidratación. En las SP esta tendencia se detecta a partir de las 4 horas de
imbibición (Fig. 32A), mientras que las SG necesitan permanecer al menos durante 10
horas en estas condiciones para que su peso se estabilice (Fig. 32B). Por otra parte, para
determinar si el envejecimiento afectaba de alguna manera a este proceso, se realizó el
mismo estudio en las semillas envejecidas durante 11 días. Los resultados muestran que
las semillas envejecidas (SP y SG) se comportan durante la imbibición de forma semejante
a las semillas no tratadas, durante la imbibición (Fig. 32).
La cinética de captación de agua, expresada como contenido de agua por gramo de
semilla, se muestra en la Figura 33. Esta forma de expresar los resultados permite
comparar ambos tipos de semillas y demuestra que la hidratación de las SP (Fig.33A) es
mucho más rápida que la de las SG (Fig. 33B), tanto para las semillas no tratadas como
para las envejecidas durante 11 días, lo cual se puede atribuir a la distinta superficie de
contacto con el agua. Sin embargo, si comparamos la cantidad de agua absorbida por las
semillas en cada hora (Fig. 34) se observa que las mayores diferencias entre ambos tipos
de semillas tienen lugar durante la primera hora de imbibición, en la que las SP no tratadas
captan aproximadamente un 22 % más de agua que las SG. Por otra parte, la cantidad de
agua absorbida (SP y SG) en las horas posteriores es siempre muy inferior a la detectada
durante la primera hora de imbibición. Las semillas envejecidas presentaron una cinética
semejante y sin diferencias significativas (Tabla 44) respecto a las semillas no tratadas,
aunque el perfil que muestra la Figura 34 indica que la entrada de agua durante la primera
hora de imbibición es inferior a la que se observa en las semillas no envejecidas mientras
que durante la segunda hora, la cantidad de agua absorbida es todavía importante. La
captación de agua en los períodos más prolongados de imbibición no presenta diferencias
relevantes entre los distintos tipos de semillas.
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Figura 32. Cinética de captación de agua expresada en función del peso <g>
de las semillas de girasol cv. Peredovik durante las primeras 1 2 horas de
imbibición. Círculos blancos y negros, semillas no tratadas y envejecidas
artificialmente (43 0C, 75 % 1-IR) durante 11 d[as, respectivamente. A, SP;B, SG. Cada punto representa el valor medio ±SEde cuatro ensayos
independientes.
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Figura 33. Evolución de la cinética de captación de agua de las semillas <SP
y SG> de girasol cv. Peredovik <A y B, respectivamente). Semillas no
tratadas (círculos blancos) y envejecidas artificialmente (43 0C, 75 % HR)durante 11 días (círculos negros). Cada punto representa el valor medio
±SEde cuatro repeticiones independientes.
190
A B
U U ¡ ¡ ¡ ¡ U
RESaL TACOS
0.3
A
0.2
0.1
O
u,
u’ _
E
0.0
00 0.3
wO
B
o 0.2
z
0.1
0.0
1 2 3 4 5 6 7
TIEMPO DE IMBIBICION, horas
Figura 34. Incremento de peso de las semillas de girasol (SP y SG) cv.
Peredovik <A y B, respectivamente> durante las 7 primeras horas de
imbibición a 25 0C. Barras blancas, semillas no tratadas y barras negras,
semillas envejecidas artificialmente <43 0C, 75 % HR) durante 11 días.
Cada barra representa el valor medio ±SEde cuatro repeticiones
independientes.
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TABLA 44. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) de la cantidad de agua captada
por cada gramo de semillas de girasol (Helianthus annuus L. cv. Peredovik), SP y SG,
durante el proceso de imbibición, en función del tiempo de envejecimiento artificial
(43 0C, 75 % HR). Diferencias no significativas (NS).
Fuente de variación gI Sp SG
Envejecimiento
Error
7
70
O,039N5
1,764
0,00069N5
1,241
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4.5. Contenido de malondialdehido en semillas de girasol
La evolución de la cantidad de MDA presente en las SP y SG sometidas a
envejecimiento artificial se muestran en las Figuras 35 y 36, respectivamente. Se puede
observar que la cantidad de MDA detectada en SP (expresada por gramo de tejido) es
superior a la detectada en SG. El análisis estadístico (Tabla 45) revela que las diferencias
entre ambos tipos de semillas son estadísticamente significativas por efecto del tamaño y
del tiempo de envejecimiento. Sin embargo, esta fuente de variación analizada
individualmente en cada tipo de semilla (Tabla 46) no presenta alteraciones significativas
respecto al contenido de MDA detectado en las semillas en estado seco.
Las SP sometidas a 4 horas de imbibición en condiciones de germinación muestran
un descenso muy significativo (Tabla 47) de la cantidad de MDA, respecto a la cantidad
detectada en las semillas en estado seco (Fig. 35). Este descenso es más patente en las
semillas no tratadas (Fig. 37) donde alcanza un 55 % del valor obtenido en semilla seca.
En las semillas envejecidas se observa que el descenso es más importante a medida que
avanza el tiempo de tratamiento, obteniéndose valores próximos al control a los 11 días
de envejecimiento.
Los resultados obtenidos a las 4 horas de imbibición muestran diferencias muy
significativas entre los distintos tiempos de envejecimiento (Tabla 48), que según el test
múltiple de Duncan (Fig. 35) se manifiestan en todas las semillas envejecidas respecto a
las semillas no tratadas y entre las semillas envejecidas se pueden distinguir las sometidas
a 1, 3 y 5 días de tratamiento respecto a las envejecidas durante 7 yl 1 días. Por otra parte,
se observa la tendencia al descenso de la cantidad de MDA detectada a las 4 horas a
medida que avanza el envejecimiento (r=0,8597***).
En las SG, a las 4 y 12 horas de imbibición se observa un descenso importante y
significativo (Tabla 49) en la cantidad de MDA, que también es más acentuado en las
semillas sometidas a períodos prolongados de envejecimiento (Fig. 36), aunque el análisis
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estadístico no revela diferencias significativas entre los valores de MDA detectados a las
4 horas ni entre los detectados a las 12 horas (Tabla 50). Cuando la determinación de
MDA se realiza a las 12 horas de imbibición, se observa un descenso muy acusado (Fig.
36) de la cantidad de MDA presente en los tejidos, alcanzándose valores inferiores al 33%
del contenido de MDA presente en semilla seca.
La Figura 38 presenta los resultados obtenidos en las semillas envejecidas, como
porcentaje relativo a las semillas no tratadas. Se pone de manifiesto, como se ha
comentado anteriormente, que el tratamiento no altera los niveles de MDA detectados en
las semillas (tanto SP como SG) en estado seco y es la hidratación la que produce mayores
diferencias entre los distintos períodos de envejecimiento.
Por otra parte, la correlación existente entre la cantidad de MDA detectado en las
semillas en estado seco y los niveles observados en las semillas hidratadas durante 4 horas,
SP (r=0,7377***) y SG (r=0,8524***), parece indicar que la cantidad de MDA en estas
condiciones proviene fundamentalmente de la cantidad de MDA presente en las semillas
en estado seco.
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Figura 35. Efecto del tiempo de envejecimiento artificial (43 0C, 75 % HR>
en el contenido de malondialdehido de las semillas de girasol <SP) cv.
Peredovik, en estado seco (barras blancas> y sometidas a 4 horas de
imbibición (barras rayadas>. Cada barra representa el valor medio ±SEde
cuatro determinaciones independientes. Las barras con la misma letra no
presentan diferencias significativas según el test múltiple de Duncan, para
el correspondiente análisis de varianza <Tabla 48).
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Figura 36. Efecto del tiempo de envejecimiento artificial (43 0C, 75 % HA)
en el contenido de malondialdehido de las semillas de girasol (SG) cv.
Peredovik, en estado seco (barras blancas) y sometidas a 4 y 1 2 horas de
imbibición <barras rayadas y negras, respectivamente). Cada barra
representa el valor medio ±SEde cuatro determinaciones independientes.
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Figura 37. Contenido de malondialdehido de las semillas de girasol cv.
Peredovik artificialmente envejecidas <43 oc, 75 % HR> y sometidas a 4
<SP) y 12 (SG> horas de imbibición (barras blancas y rayadas,
respectivamente). Contenido de MDA expresado como porcentaje respecto
a la cantidad de MDA detectada en las semillas en estado seco.
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Figura 38. Efecto del tiempo de envejecimiento artificial <430C, 75 % HR)en el contenido de malondialdehido de las semillas de girasol cv. Peredovik,
SP (A> y SG <B>, expresado como porcentaje de MDA respecto a la
cantidad presente en semillas no tratadas. Barras blancas, semillas en
estado seco y barras rayadas y negras, semillas imbibidas durante 4 y 12
horas, respectivamente.
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TABLA 45. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) de la cantidad de MDA
detectado en las semillas de girasol (f-Ielianthus annuus L. cv. Peredovik) en función del
tiempo de envejecimiento artificial (43 0C, 75 % HR) y del tamaño de la semilla.
Diferencias significativas a P=0,05(*) y diferencias no significativas (NS).
Fuente de variación gI MDA
Envejecimiento (t)
Tamaño (T)
Interacción (txT)
Error
3
3
3
36
39,637*
14,741*
21 ,773N5
107,886
TABLA 46. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) de la cantidad de MDA
detectado en las semillas (SP y SG) de girasol (Helianthus annuus L. cv. Peredovik) en
estado seco, en función del tiempo de envejecimiento artificial (43 0C, 75 % HR).
Diferencias no significativas (NS).
Fuente de variación gI SP SG
Envejecimiento
Error
1
18
53,281N5
79,948
8,123N5
27,938
TABLA 47. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) del contenido de MDA en las
semillas (SP) de girasol (Helianthus annuus L. cv. Peredovik) en función del estado de
hidratación. Diferencias significativas a P<0 001 (*).
Fuente de variación gI MDA
Estado de hidratación
Error
4
46
290,133*
326,406
TABLA 48. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) de la cantidad de MDA
detectado en las semillas (SP) de girasol (Hellanthus annuus L. cv. Peredovik)
sometidas a imbibición durante 4 horas, en función del tiempo de envejecimiento
artificial (43 0C, 75 % 1-IR). Diferencias significativas a P<0 001 (*).
Fuente de variación gl SP
Envejecimiento
Error
1
18
155,573*
14,543
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TABLA 50. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) de la cantidad de MDA
detectado en las semillas (SG) de girasol (Helianihus annuus L. cv. Peredovik)
sometidas a imbibición durante 4 y 12 horas, en función del tiempo de envejecimiento
artificial (43 0C, 75 % HR). Diferencias no significativas (NS).
Fuente de variación gl 4 horas 12 horas
Envejecimiento
Error
1
18
28,5 14N5
52,135
12,008N5
24,383
202
TABLA 49. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) de la cantidad de MDA
detectado en las semillas (SG) de girasol (Helianthus annuus L. cv. Peredovik) en
función del estado de hidratación. Diferencias significativas a P<0 001 (*).
Fuente de variación gl MDA
Estado de hidratación 2 1871,367*
Error 69 153,109
RESULTADOS 
4.6. Cambios asociados con la capacidad antioxidante de las 
semillas de girasol 
La presentación de los resultados obtenidos en el estudio de los principales 
antioxidantes enzimáticos y no enzimaticos se puede realizar según diferentes criterios. La 
forma de exposición de los resultados que, desde nuestro punto de vista, resulta más 
adecuada implica la discusión conjunta de cada una de las sustancias antioxidantes 
estudiadas con las enzimas relacionadas con su metabolismo, comentando, en los primeros 
apartados, las restantes enzimas con carácter antioxidante (SOD, CAT). 
4.6.1. Actividad superoxido dismutasa 
La evolución de los valores de la actividad SOD (Ulg semilla) durante el 
envejecimiento se muestra en la Figura 39. La actividad enzimática detectada en las 
semillas en estado seco no difiere significativamente en función del tamaiio de las mismas, 
aunque presentan una respuesta distinta frente al envejecimiento (Tabla 51). 
La actividad de la enzima en SP en estado seco (Fig. 39A) se mantiene estable 
durante cortos períodos de envejecimiento (1-5 días), mientras que desciende durante los 
días 7 y ll, aunque de forma no significativa (Tabla 52). Por el contrario, en las SG (Fig. 
39B) se detecta un descenso muy significativo de la actividad enzimática, negativamente 
correlacionado con el tiempo de envejecimiento (r =-0,9368***). La separación de medias 
según el test múltiple de Duncan pone de manifiesto la existencia de diferencias desde el 
primer día de tratamiento. 
La actividad SOD en las semillas hidratadas (Figs. 39A y B), presenta valores 
significativamente inferiores a los detectados en semilla seca (Tabla 53). Asimismo, el 
análisis estadístico (Tabla 54) reveló diferencias significativas de la actividad SOD entre 
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ambos tipos de semillas en estado hidratado (4 ó 12 horas) debidas al tamaño de las 
mismas, aunque tas SP y las SG mostraron una respuesta similar frente al tiempo de 
envejecimiento. Por otra parte, la evolución de la actividad SOD de las SP envejecidas y 
posteriormente rehidratadas, muestra valores que tienden a estabilizarse (Fig. 39A), ya que 
no existen diferencias significativas entre los distintos períodos de envejecimiento (Tabla 
55). Una tendencia similar se observa en SG (Fig. 39B), aunque en este caso se detectaron 
diferencias (Tabla 55) en la actividad SOD que, según el test de Duncan, son significativas 
desde el primer día de envejecimiento. 
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Figura 39. Efecto del tiempo de envejecimiento artificial (43”C, 75 % HR) 
en la actividad superóxido dismutasa de las semillas de girasol (SP y SG) 
CV. Peredovik (A y B, respectivamente), en estado seco (círculos negros) 
e hidratadas durante 4 (SP) ó 12 (SG) horas (círculos blancos). Cada punto 
representa el valor medio *SE de cuatro repeticiones independientes. La 
unidad de enzima se define en el apartado de Material y Métodos. Para 
cada caso, los puntos con la misma letra no presentan diferencias 
significativas según el test múltiple de Duncan, para el correspondiente 
análisis de varianza (Tablas 52 y 55). 
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TABLA 51. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) de la actividad SOD de 
semillas de girasol (Helianthus annuus L. CV. Peredovik), en función del tiempo de 
envejecimiento artificial (43 “C, 75 % HR) y del tamaño de la semilla. Diferencias 
significativas a P10,OOl (*) y diferencias no significativas (NS). 
Fuente de variación gl SOD 
Envejecimiento (t) 5 222.971.875* 
Tamaño (T) 1 6.163.333NS 
Interacción (txT) 5 52.641.666NS 
Error 36 187.486.250 
TABLA 52. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) de la actividad SOD de 
semillas de girasol (Helianthus annuus L. CV. Peredovik), SP y SC?, en función del 
tiempo de envejecimiento artificial (43 “C, 75 % HR). Diferencias significativas a 
P<O,OOl (*) y diferencias no significativas (NS). 
1 Fuente de I I SOD I 
variación 
I 
gl SP SG 
Envejecimiento 5 91.444.272NS 184.169.264* 
Error 18 161.095.625 26.390.625 
TABLA 53. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) de la actividad SOD de 
semillas de girasol (Heliunthus unnuus L. CV. Peredovik), en función del estado de 
hidratación. Diferencias significativas a P10,OOl (*). 
Fuente de 
variación 
Estado de hidratación 
Error 
gl 
1 
46 
SOD 
SP SC 
60.637.552* 127.563.802* 
382.998.229 268.466.145 
RESULTADOS 
TABLA 54. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) de la actividad SOD de 
semillas de girasol (Helianthus annuus L. CV. Peredovik) hidratadas, en función del 
tiempo de envejecimiento artificial (43 “C, 75 % HR) y del tamaño de la semilla. 
Diferencias significativas a P<O,Ol (*) y diferencias no significativas (NS). 
Fuente de variación gl SOD 
Envejecimiento (t) 
Tamaño (T) 
Interacción (txT) 
Error 
5 39.916.666NS 
1 35.880.208* 
5 11.072.916NS 
36 137.375.000 
TABLA 55. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) de la actividad SOD de 
semillas de girasol (Helianthus unnuus L. CV. Peredovik) hidratadas, en función del 
tiempo de envejecimiento artificial (43 “C, 75 % HR). Diferencias significativas a 
P10,05 (“). 
Fuente de 
variación 
Envejecimiento 
Error 
gl 
5 
18 
SOD 
SP SG 
22.802.082NS 28.187.496* 
107.656.250 29.718.750 
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4.6.2. Actividad catalasa 
La evolución de la actividad CAT (U/g de semilla) en función del tiempo de 
envejecimiento se muestra en la Figura 40. La actividad CAT detectada en SC fue 
superior en todos los casos a la observada en SP, presentando diferencias muy 
significativas (Tabla 56) en función del tamaño de las semillas, aunque la evolución de la 
actividad enzimática durante el envejecimiento fue similar en ambos tipos de semillas. Sin 
embargo, la actividad CAT en las semillas rehidratadas no presenta diferencias 
significativas, además de mostrar una evolución semejante durante el envejecimiento 
(Tabla 56). Asimismo, el análisis estadístico de cada una de estas variables en función del 
tiempo de envejecimiento no reveló alteraciones significativas por efecto del tratamiento 
(Tabla 57). 
La actividad CAT en las SP y SG no envejecidas no se altera durante el proceso 
de rehidratación (Fig. 40). Asimismo, la actividad CAT en las SP envejecidas y 
posteriormente rehidratadas durante 4 horas tampoco difiere significativamente de la 
detectada en semilla seca (Tabla 58); sin embargo, la actividad CAT detectada en las SG 
envejecidas y rehidratadas fue significativamente diferente de la determinada en estas 
semillas en estado seco (Tabla 58) 
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Figura 40. Efecto del tiempo de envejecimiento artificial (43 OC, 75 % HR) 
en la actividad catalasa de las semillas de girasol CV. Peredovik, SP (A) y 
SG (B), en estado seco (barras rayadas) e hidratadas durante 4 (SP) ó 12 
(SG) horas (barras blancas). Cada punto representa el valor medio +SE de 
cuatro repeticiones independientes. 
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TABLA 56. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) de la actividad CAT de 
semillas de girasol (Helianthus annuus L. CV. Peredovik) en estado seco (CAT,) e 
hidratadas (CAT,), en función del tiempo de envejecimiento artificial (43 “C, 75 % 
HR) y del tamaño de la semilla. Diferencias significativas a P ~~0,001 (*) y diferencias 
no significativas (NS). 
Fuente de variación ?4 CAT, CAT,, 
Envejecimiento (t) 
Tamaño (T) 
Interacción (txT) 
Error 
5 3319,679NS 7633,633NS 
1 4509L3,410* 649,005NS 
5 4623,544NS 3450,669NS 
36 29350,384 36144,678 
TABLA 57. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) de la actividad CAT de 
semillas (SP y SG) de girasol (Helianthus annuus L. CV. Peredovik) en estado seco 
(CAT,) e hidratadas (CAT,), en función del tiempo de envejecimiento artificial (43 “C, 
75 % HR). Diferencias no significativas (NS). 
1 Fuente de I I CAT, I CAT,, I 
variación gl SP SG 
I 
SP SG 
Envejecimiento 5 1921,7NS 602 1,5NS 1847,9NS 9236,5NS 
Error 18 15 156,9 141963.5 19786,6 16358,l 
TABLA 58. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) de la actividad CAT de 
semillas de girasol (Helianthus annuus L. CV. Peredovik), en función del estado de 
hidratación. Diferencias significativas a P10,OOl (*) y diferencias no significativas 
(NS). 
Fuente de 
variación 
Estado de hidratación 
Error 
gl 
1 
46 
CAT 
SP SG 
1086,803NS 23691,853* 
38713,089 45809,493 
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4.6.3. Funcionalidad del ciclo ascorbato-glutation 
4.6.3.1. Niveles de los ácidos ascórbico y dehidroascórbico, y 
actividades enzimáticas relacionadas 
La determinación de ácido ascórbico y su forma oxidada (DHA) según la 
metodología descrita en el apartado de Material y Métodos, reveló la ausencia de estos 
compuestos tanto en las semillas secas como en las sometidas a las condiciones óptimas 
de germinación durante 4 horas (SP) o 12 horas (SG). Asimismo, en este material 
biológico tampoco se detectaron las actividades de las enzimas Apox, MDred y DHred. 
4.6.3.2. Niveles de glutation y glutation reductasa 
El contenido de glutation (total, GSH, GSSG) detectados en SP y SG en estado seco 
e hidratadas durante 4 y 12 horas, se presentan en las Figuras 41 y 42, respectivamente. 
Respecto a los niveles observados en las semillas en estado seco, la variación de los 
mismos durante el envejecimiento muestra una evolución muy distinta (Figs. 41A y 42A). 
El análisis estadístico de los resultados relativos a estos niveles (expresados por gramo de 
semilla) pone de manifiesto diferencias muy significativas (Tabla 59) entre las SP y las 
SG, tanto por efecto del tamaño de las semillas como por la diferente respuesta de las 
mismas al tratamiento de envejecimiento acelerado, observándose valores superiores de 
glutation total e inferiores de GSSG en las SP. Consecuentemente, la incidencia de estas 
fuentes de variación se manifiesta en la relación GSSG/GSH (tasa de oxidación), que 
resultó significativa (Tabla 60). 
En su estado seco, las SEMILLAS PEQUEÑAS sometidas a envejecimiento artificial 
durante 1, 3 y 5 días presentan un descenso muy acusado (Fig. 41A) y significativo (Tabla 
61) de los niveles de glutation total mientras que los períodos prolongados de 
envejecimiento, 7 y II días, no producen variaciones significativas de estos niveles, 
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estabilizándose y alcanzando valores del 55 % respecto de los detectados en semillas no 
envejecidas. Sin embargo, se observó un incremento progresivo de los valores de GSSG, 
que se hace mas evidente a medida que se prolonga el tratamiento, incrementándose un 
37 % en las semillas más envejecidas. El análisis estadístico de estos resultados revela que 
tanto el descenso de GSH como el aumento de GSSG, observados durante el 
envejecimiento (Fig. 41A), son estadísticamente significativos (Tabla 61). Asimismo, el 
test múltiple de Duncan (Fig. 41A) pone de manifiesto que: a) los niveles de GSH se 
alteran desde el primer día de tratamiento, b) el mantenimiento de las condiciones de 
envejecimiento durante 1 y 3 días produce efectos semejantes respecto a la cantidad de 
GSH, c) los períodos prolongados de envejecimiento producen un descenso similar en la 
cantidad de GSH, sin que se observen diferencias significativas entre los niveles de GSH 
detectados en las semillas tratadas durante 5, 7 y ll días y d) el incremento progresivo en 
GSSG por efecto del tratamiento, sólo es significativo cuando el envejecimiento es muy 
prolongado. 
La distribución porcentual del glutation total en las fracciones de GSH y GSSG se 
modifica sustancialmente en función del envejecimiento (Fig. 43A). En semillas no 
envejecidas, el GSH corresponde aproximadamente al 80 % del total, mientras que, a 
medida que se prolonga el tiempo de envejecimiento, los valores de GSH varían desde un 
75 % en semillas envejecidas durante 1 día hasta un 47 % en semillas envejecidas durante 
7 y 11 días. Consecuentemente, la proporción de GSSG varía de forma inversa. 
Por otra parte, la disminución de glutation total se produce fundamentalmente por 
un descenso en el GSH, lo cual supone un incremento muy acusado (Fig. 44A) de la tasa 
de oxidación medida como GSSG/GSH, que aumenta de forma linea1 con el tiempo de 
envejecimiento (y= 0,1126 x +0,2060 r =0,7694*** ). Dicho incremento resultó ser 
significativo (Tabla 62), especialmente a partir del tercer día de tratamiento como revela 
la separación de medias realizada por el test múltiple de Duncan. 
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En relación con las SEMILLAS DE MAYOR TAMAÑO, conviene reiterar que preSentan 
un comportamiento diferente frente al envejecimiento. Los valores de glutation total (Fig. 
42A) se mantienen prácticamente constantes, y no se detectaron diferencias significativas 
en función del tiempo de envejecimiento (Tabla 63). Consecuentemente, la evolución de 
GSH y GSSG fue asimismo no significativa (Tabla 63). Sin embargo, la distribución del 
glutation total en las formas GSH:GSSG (Fig. 45A), se desplaza hacia la formación de 
GSSG, que pasa del 51 % del total en semillas no envejecidas, al 62 % en las semillas 
sometidas a Il días de tratamiento. Por otra parte, la tasa de oxidación (Fig. 46A) no se 
incrementa de forma lineal, siendo este aumento no significativo (Tabla 62) en función del 
tiempo de envejecimiento. 
Resulta conveniente considerar la forma de expresar los resultados, ya que puede 
dar lugar a diferentes interpretaciones y/o conclusiones. Cuando los niveles de glutation 
se expresan por gramo de semilla se puede observar que los niveles de glutation son 
superiores en SP. Por el contrario, cuando los resultados se expresan por semilla, se 
obtienen valores superiores en SG, que en el caso de las semillas no envejecidas 
corresponden a 0,043 y 0,038 pmol. 
Con objeto de analizar esta aparente contradicción se determinó la diferente 
aportación del eje embrionario y de los cotiledones al contenido total de glutation, en 
semillas envejecidas durante 1 t días en comparación con las no tratadas. 
La Tabla 64 muestra la localización del contenido de GSH y GSSG en las distintas 
partes de la semilla. Se puede observar que la concentración de GSH en el eje embrionario 
es muy superior a la detectada en los cotiledones, independientemente del tratamiento y 
del tamaño de la semilla. Sin embargo, la cantidad de GSH y GSSG, en semilla completa, 
varía dependiendo del tamaño de las mismas. En el caso de las SP, tanto envejecidas como 
no envejecidas, presentan un mayor contenido de GSH, en comparación con los valores 
determinados en SG, mientras que la cantidad de GSSG es inferior en las SP. Estas 
diferencias podrían explicarse por la distinta aportación del eje embrionario y cotiledones 
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al peso total de la semilla. De acuerdo con nuestras determinaciones, el embrión representa 
un 8 y 10 % del peso total en las SP y SG, respectivamente. 
Asimismo, la Tabla 64 muestra que el descenso de GSH, en las SP envejecidas 
durante ll días, se produce a expensas del glutation presente en los cotiledones, que 
alcanza un 25 % del valor inicial, mientras que el eje embrionario mantiene un 46 % del 
glutation presente inicialmente. Por el contrario, en las SG envejecidas durante ll días, 
los cotiledones mantienen el 63 % del total de glutation inicial, mientras que el nivel en 
el eje embrionario desciende hasta un 45 % del valor de partida. 
La formación de GSSG durante el envejecimiento (Tabla 64) de las SP tiene lugar 
en igual medida en eje embrionario y cotiledones, mientras que en las SG no se produce 
un incremento detectable de GSSG en los cotiledones, siendo el eje embrionario la parte 
de la semilla donde se produce una mayor transformación de GSH en GSSG por efecto del 
envejecimiento acelerado. 
Por otra parte, la evolución de los niveles de estos compuestos en SP y SG 
HIDRATADAS, se presenta en las Figuras 41B y 42B, respectivamente. Los valores de 
glutation total, GSH y GSSG detectados en las SP y las SG sometidas al proceso de 
hidratación (4 y 12 horas, respectivamente) presentan diferencias significativas (Tabla 65), 
además de una evolución diferente en respuesta al envejecimiento. Asimismo, las 
correspondientes tasas de oxidación (Figs. 44B y 46B), se diferencian significativamente 
(Tabla 66) por efecto del envejecimiento, independientemente del tamaño de la semilla. 
El estado de hidratación tiene una profunda influencia en los niveles de glutation 
presentes en las SP (Tabla 67). Estas semillas, a las 4 horas de hidratación, muestran un 
incremento evidente (Fig. 4tB) de los niveles de glutation total (de 0,85 a 0,95 pmol/g 
semilla, en semillas no envejecidas). Este incremento tiene lugar fundamentalmente por 
formación de GSH. En comparación con la semilla seca, los niveles de GSSG descienden 
drásticamente, basta alcanzar valores que corresponden a un 5 % del glutation total frente 
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al 20 % de GSSG detectado en la semilla en estado seco. Las semillas envejecidas 
responden de igual forma, es decir, incrementan la cantidad de glutation total y disminuyen 
los niveles de GSSG en comparación con los valores observados en semilla seca. El 
incremento en la cantidad de glutation total varía desde 10 % en semillas no envejecidas 
hasta un máximo del 67 % en semillas envejecidas 7 días (Tabla 68). 
Respecto a la evolución de los niveles de glutation de las SP ENVEJECÍAS Y 
REHIDRATADAS, se observa una disminución muy significativa a medida que se prolonga 
el tiempo de exposición a las condiciones de envejecimiento (Tabla 69), que viene 
acompañado por un aumento de CSSG. Tanto esta disminución como este incremento son 
lineales frente al tiempo de envejecimiento y vienen definidos por las siguientes 
ecuaciones: 
Glutation total y=-0,02313 x + 0,9482; 
GSH y=-0,02594 x + 0,8944; 
GSSG y= 0,00279 x + 0,0535; 
r=-0,7806*** 
r= 0,7959*** 
r= 0,6787** 
El test múltiple de Duncan, reflejado en la Figura 418, muestra que tanto el 
glutation total como el GSH de las semillas no tratadas son superiores a los de las semillas 
envejecidas durante 1 y 3 días, aunque las diferencias significativas se detectan en los 
períodos superiores a 3 días de tratamiento. Por el contrario, los niveles de GSSG, aunque 
aumentan de forma progresiva, sólo presentan diferencias significativas en los períodos 
más avanzados de envejecimiento. 
La distribución de glutation total en sus formas GSH y GSSG (Fig. 43B) en las 
semillas hidratadas está en todos los casos desplazada hacia la forma reducida. Sin 
embargo, la tasa de oxidación (Fig. 44B) aumenta lineal (y=O,OO77 x + 0,05346; 
r=0,7694***) y significativamente (Tabla 70) en función del tiempo de envejecimiento. 
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Las SEMILLAS DE MAYOR TAMAÑO (SC) se comportan de forma similar a las SP 
(Fig. 42B) durante la HIDRATACIÓN (12 horas), en el sentido de que se puede observar un 
incremento significativo (Tabla 71) de la cantidad de glutation total y un descenso de 
GSSG muy acusado en comparación con los valores detectados en semilla seca. Sin 
embargo, el incremento de glutation total (Tabla 68) se produce de forma más acusada en 
las semillas no envejecidas (96 %) que en las semillas sometidas a tratamiento (76.18%). 
lo que refleja un comportamiento diferente respecto a las SP, donde los mayores 
incrementos en los valores de glutation total se producían en las semillas envejecidas 7 
días. 
Los niveles de glutation total y GSH disminuyen de forma significativa (Tabla 72) 
por efecto del envejecimiento. Esta disminución viene acompañada por un incremento 
menos acusado de GSSG. En estas semillas también existe una relación lineal entre los 
niveles detectados de estos compuestos y el tiempo que han estado sometidas a las 
condiciones de envejecimiento, que viene definida por las siguientes ecuaciones: 
Glutation total y=-0,03468 x +0,8942; 
GSH y=-0,03721 x i-0,8487; 
GSSC y= 0,00256 x +0,0453; 
r= 0,7937*** 
r=-0,8165*** 
r= 0,7158*** 
La distribución del glutation en sus formas oxidada y reducida (Fig. 45B) se 
desplaza hacia la formación de GSH en todos los casos, aunque la tasa de oxidación (Fig. 
46B) también aumenta de forma lineal (y=O,OlO5 x + 0,043Ol; r=0,9097***) y 
significativamente (Tabla 70) en función del tiempo de envejecimiento. 
Los niveles de glutation reducido de las semillas (SP y SG) envejecidas y 
posteriormente rehidratadas muestran muy buena correlación con los valores normalizados 
de viabilidad (r=0,9106*** y r=O,8994***, respectivamente). Por otra parte, se 
observaron también buenas correlaciones entre la aparición de plántulas anormales y 
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semillas muertas y los valores de GSSG detectados en las SP (r=0,7150*** y 
r=0,8316***) y las SG (r=0,7887*** y r=0,8677***) rehidratadas. 
Respecto a la GSSGred, las semillas (SP y SG) en estado seco presentaron una 
importante actividad (Fig. 47). Ambos tipos de semillas se diferencian significativamente 
(Tabla 73) en relación con esta actividad enzimática, presentando además una diferente 
evolución debida al tratamiento de envejecimiento acelerado. 
La actividad GSSGred de las SP se mantiene durante el envejecimiento, aunque 
presentan diferencias significativas por efecto del tratamiento (Tabla 74). El test múltiple 
de Duncan, recogido en la Figura 47A, permite señalar que la actividad sólo se modifica 
de forma importante en semillas sometidas a períodos prolongados de envejecimiento, 
observándose un descenso acusado en las semillas almacenadas durante 11 días. Las SG 
(Fig. 47B) responden de manera diferente al tratamiento ya que la actividad GSSGred, 
respecto a la detectada en las semillas no tratadas, se incrementa en las semillas 
envejecidas durante 1 a 5 días y desciende posteriormente, alcanzando su valor mínjmo el 
día ll de envejecimiento. Esta respuesta se refleja en la separación de medias según el test 
múltiple de Duncan. 
Por otra parte, la actividad GSSGred en las semillas rehidratadas (4 y 12 horas, 
respectivamente) presenta un incremento significativo (Tabla 75) respecto a la detectada 
en semilla seca. Las SP sometidas a 4 horas de imbibición muestran una evolución similar 
a las SP en estado seco (Fig. 47A), presentándose diferencias significativas por efecto del 
tiempo de envejecimiento (Tabla 74). En este caso es también el día 11 de tratamiento el 
que induce la disminución más importante de esta actividad enzimática. Del mismo modo, 
las SG rehidratadas también evolucionan de forma muy similar y no significativa (Tabla 
75) respecto a la que presentaron en estado seco. En este caso la actividad GSSGred está 
afectada por el tiempo de de envejecimiento (Tabla 74), observándose un incremento 
significativo, según el test de Duncan, con valores superiores a los detectados en las 
semillas no tratadas, durante los días 1 a 7, que descienden en el día ll de envejecimiento. 
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Figura 41. Evolución de los niveles de glutation de las semillas de girasol 
(SP) en estado seco (A) y sometidas a 4 horas de imbibición (B), en función 
del tiempo de envejecimiento artificial (43 OC, 75 % HR). Círculos negros, 
glutation total y círculos blancos, GSH. Figura interior, niveles de GSSG. 
Cada punto representa el valor medio *SE de cuatro determinaciones 
independientes. Para cada variable, los puntos con la misma letra no 
presentan diferencias significativas según el test múltiple de Duncan para 
el correspondiente análisis de varianza (Tablas 61 y 69). 
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Figura 42. Evolución de los niveles de glutation de las semillas de girasol 
(SG) en estado seco (A) y sometidas a 12 horas de imbibición (B), en 
función del tiempo de envejecimiento artificial (43 OC, 75 % HR). Círculos 
negros, glutation total y círculos blancos, GSH. Figura interior, niveles de 
GSSG. Cada punto representa el valor medio +SE de cuatro 
determinaciones independientes. Para cada variable, los puntos con la 
misma letra no presentan diferencias significativas según el test múltiple de 
Duncan, para el correspondiente análisis de varianza (Tabla 72). 
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Figura 43. Contenido de GSH (barras blancas) y GSSG (barras rayadas) 
relativo al contenido total de glutation, en semillas de girasol (SP) CV. 
Peredovik artificialmente envejecidas (43 OC, 75 % HR), en estado seco 
(A) e hidratadas durante 4 horas (Ej. Cada barra representa el valor medio 
*SE de cuatro determinaciones independientes. 
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Figura 44. Efecto del tiempo de envejecimiento artificial (43 OC, 75 % HR) 
en la tasa de oxidación de las semillas de girasol (SP) CV. Peredovik en 
estado seco (A) e hidratadas durante 4 horas (B). Cada punto representa 
el valor medio f SE de cuatro ensayos independientes. En cada caso, los 
puntos con la misma letra no presentan diferencias significativas según el 
test múltiple de Duncan, para el correspondiente análisis de varianza 
(Tablas 62 y 70). 
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TIEMPO DE ENVEJECIMIENTO, dias 
Figura 45. Contenido de GSH (barras blancas) y GSSG (barras rayadas) 
relativo al contenido total de glutation, en semillas de girasol (SG) 
artificialmente envejecidas (43 OC, 75 % HR) en estado seco (A) e 
hidratadas durante 12 horas (B). Cada barra representa el valor medio *SE 
de cuatro determinaciones independientes. 
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Figura 46. Efecto del tiempo de envejecimiento artificial (43 OC, 75 % HR) 
en la tasa de oxidación de las semillas de girasol (SG) CV. Peredovik en 
estado seco (A) e hidratadas durante 12 horas (BI. Cada punto representa 
el valor medio f SE de cuatro ensayos independientes. Los puntos con la 
misma letra no presentan diferencias significativas según el test múltiple de 
Duncan, para el correspondiente análisis de varianza (Tablas 70). 
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Figura 47. Efecto del envejecimiento artificial (43 OC, 75 % HR) en la 
actividad glutation reductasa de las semillas de girasol LSP y SG) CV. 
Peredovik (A y B, respectivamente), en estado seco (círculos negros) e 
hidratadas durante 4 (SP) ó 12 (SG) horas (círculos blancos). Cada punto 
representa el valor medio *SE de cuatro ensayos independientes. Para 
cada caso, los puntos con la misma letra no presentan diferencias 
significativas según el test múltiple de Duncan, para el correspondiente 
análisis de varianza (Tabla 74). 
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TABLA 59. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) de los niveles de glutation total 
(Ci,,,,), GSH y GSSG de semillas de girasol (Helianthus annuus L. CV. Peredovik), 
en función del tiempo de envejecimiento artificial (43 “C, 75 % HR) y del tamaño de 
la semilla. Diferencias significativas a P10,OOl (**) y a P10,05 (*). 
Fuente de variación gl G TOTAL GSH GSSG 
Envejecimiento (t) 5 0,3788** 0,5056** 0,0121* 
Tamaño (T) 1 0,2655** 0,4760** 0,0300** 
Interacción (txT) 5 0,1565** 0,2338** 0,0086* 
Error 36 0,0584 0,0604 0,0235 
TABLA 60. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) de la tasa de oxidación de 
semillas de girasol (Helianthus unnuus L. CV. Peredovik) en estado seco, en función del 
tiempo de envejecimiento artificial (43 “C, 75 % HR) y del tamaño de la semilla. 
Diferencias significativas a P10,OOl (*) y diferencias no significativas (NS) 
Fuente de variación 
Envejecimiento (t) 
Tamaño (T) 
Interacción (txT) 
Error 
gl TASA DE OXIDACION 
5 5,0229* 
t 6,2460* 
5 0,688ONS 
36 5,5832 
TABLA 61. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) de los niveles de G,,,.,,, GSH 
y GSSG de semillas (SP) de girasol (Helianthus unnuus L. CV. Peredovik) en estado 
seco, en función del tiempo de envejecimiento artificial (43 “C, 75 % HR). Diferencias 
significativas a P<O,OOl (**), a P10,Ol (*) y diferencias no significativas (NS). 
Fuente de SP 
variación gl 
G,,,,, GSH GSSG 
Envejecimiento 
Error 
5 0,5027** 0,7085** 0,0198* 
18 0,0283 0,0235 0,0116 
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TABLA 62. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) de la tasa de oxidación de 
semillas, SP y SG, de girasol (Helianthus unnuus L. CV. Peredovik) en estado seco, en 
función del tiempo de envejecimiento artificial (43 “C, 75 % HR). Diferencias 
significativas a P 10,001 (*) y diferencias no significativas (NS). 
Fuente de variación gl 
Envejecimiento 5 
Error 18 
SP SC 
4,1243* 1,5866NS 
1,9325 3,6507 
TABLA 63. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) de los niveles de G,,,,,, GSH 
y GSSG de semillas (SG) de girasol (Heliunthus annuus L. CV. Peredovik) en estado 
seco, en función del tiempo de envejecimiento artificial (43 “C, 75 % HR). Diferencias 
no significativas (NS). 
Fuente de SG 
variación 
Envejecimiento 
Error 
gl G TOTAL GSH GSSG 
5 0,0318NS 0,0324NS 0,0006Ns 
18 0,0604 0,0568 0,0116 
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TABLA 64. Localización de GSH y GSSG en semillas de girasol (Helianthus annuus 
L. CV. Peredovik) artificialmente envejecidas (43 “C, 75 % HR): niveles detectados en 
cotiledones, eje embrionario y semilla completa, expresados en pmol/g de tejido. Los 
valores entre paréntesis se expresan en ~mollunidad (cotiledones, eje embrionario o 
semilla completa). Los valores entre corchetes expresan los porcentajes respecto a las 
semillas no envejecidas 
NO 
ENVEJECIDAS 
EN~ JEC~AS 
1,2230+0,0810 0,6725,0,0095 
(0,005 1) (0,031) 
0,3230+0,0063 0,1830,0,0048 
(0,0013) (0,0083) 
0,5575+0,0280 0,2200+0,1400 
(0,0023) (O,Ol) 
1461 1331 
0,5300+0,0390 0,2500,0,0150 
(0,0022) (0,011O) 
Il641 ll371 
0,9500+0,0261 0,2530+0,035 
(0,004O) (0,021O) 
0,5200*0,0390 0,262O 
(0,0021) (0,022O) 
0,4225+0,0260 0,1665?0,0250 
(0,0018) (0,0075) 
1451 1661 
0,6100+0,0122 0,2640+0,0110 
(0,0025) (0,022O) 
LW Il101 
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TABLA 65. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) de los niveles de G,,,,,, GSH 
y GSSG de semillas de girasol (Heliunthus annuus L. CV. Peredovik) hidratadas, en 
función del tiempo de envejecimiento artificial (43 “C, 75 % HR) y del tamaño de la 
semilla. Diferencias significativas a P10,OOl (**), P<O,Ol (*) y diferencias no 
significativas (NS). 
Fuente de variación d G TOTAL GSH GSSG 
Envejecimiento (t) 5 0,7162** 0,8453** 0,0055** 
Tamaño (T) 1 0,0884* 0,0700* o,ooto* 
Interacción (txT) 5 0,0779* 0,0767NS 0,OOOSNS 
Error 36 0,2946 0,310o 0,0038 
TABLA 66. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) de la tasa de oxidación de 
semillas de girasol (Heliunthus unnuus L. CV. Peredovik) hidratadas, en función del 
tiempo de envejecimiento artificial (43 “C, 75 % HR) y del tamaño de la semilla. 
Diferencias significativas a P<O,OOl (*) y diferencias no significativas (NS). 
Fuente de variación 
Envejecimiento (t) 
Tamaño (T) 
Interacción (txT) 
Error 
Id TASA DE OXIDACION 
5 0,0550* 
1 0,OOOlNS 
5 0,0023NS 
36 0,0153 
TABLA 67. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) de los niveles de GToT,,,,, GSH 
y GSSG de semillas (SP) de girasol (Helianthus annuus L. CV. Peredovik), en función 
del estado de hidratación. Diferencias significativas a P<O,OOl (*). 
Fuente de SP 
variación ¿d G TOTAL GSH GSSG 
Estado de hidratación 
Error 
1 0,650* 1,74g* 0,266* 
46 0,802 1,063 0,037 
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TABLA 71. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) de los niveles de G.rd.,.,,,, GSH 
y GSSG de semillas (SG) de girasol (Helianthus annuus L. CV. Peredovik), en función 
del estado de hidratación. Diferencias significativas a P10,OOl (*). 
Fuente de SG 
variación gl 
G~o1.a GSH GSSG 
Estado de hidratación 1 
I I 
I ,061* 
I 
3,066* 
I 
0,648* 
Error 46 0,880 0,971 0,381 I 
TABLA 72. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) de los niveles de G,,,,,, GSH 
y GSSG de semillas (SG) de girasol (Helianthus annuus L. CV. Peredovik) hidratadas, 
en función del tiempo de envejecimiento artificial (43 “C, 75 % HR). Diferencias 
significativas a P<O,OOt (*). 
1 Fuente de SG 
variación 
Envejecimiento 
Error 
gl 
GTAI. GSH GSSG 
5 0,6109* 0,692l” 0,0030* 
18 0,2069 0,2093 0,0012 
TABLA 73. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) de la actividad GSSGred de 
las semillas de girasol (Heliunthus annuus L. CV. Peredovik) en estado seco 
(GSSGred,) e hidratadas (GSSGred,,), en función del tiempo de envejecimiento 
artificial (43 “C, 75 % HR) y del tamaño de la semilla. Diferencias significativas a 
P<O,OOl (**), P<O,Ol (*) y diferencias no significativas (NS) 
Fuente de variación I k!l 1 GSSGred, 1 GSSGred, 
Envejecimiento (t) 
Tamaño (T) 
Interacción (txT) 
Error 
5 0,086** 0,079** 
1 0,048** 0,004NS 
5 0,030* 0,004NS 
36 0,055 0,059 
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TABLA 68. Efecto de la hidratación en los 
niveles de G,,,,, en SP y SP: incremento de 
G TOTAL expresado en porcentaje relativo al 
contenido en la semilla en estado seco. 
ENVEJECIMTENTO, días Sp SG 
0 10 96 
I 28 75 
3 38 76 
5 60 51 
7 67 56 
11 51 18 
TABLA 69. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) de los niveles de G,,,,,,, GSH 
y GSSG de semillas (SP) de girasol (Heliunthus annuus L. CV. Peredovik) hidratadas, 
en función del tiempo de envejecimiento artificial (43 “C, 75 % HR). Diferencias 
significativas a P<O,OOl (**) y P10,05 (*). 
I 
1 Fuente de / / SP 
variación gl 
G TOTAL GSH GSSG 
Envejecimiento 
Error 
5 0,1831** 0,2299** 0,0030* 
18 0,0877 0,1008 0,0027 
TABLA 70. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) de la tasa de oxidación de 
semillas, SP y SG, de girasol (Helianthus annuus L. CV. Peredovik) hidratadas, en 
función del tiempo de envejecimiento artificial (43 “C, 75 % HR). Diferencias  ^ ^^ _ ,~.~, 
1 significativas a P<U,UUI (*). 
Fuente de variación gl SP SG 
Envejecimiento 5 0,0197* 0,0376* 
Error 18 0,OlOl 0,005 1 
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TABLA 74. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) de la actividad GSSGred de 
semillas de girasol (Helianthus annuus L.) CV. Peredovik (SP y SG), en estado seco 
(GSSGred,) e hidratadas (GSSGred,,), en función del tiempo de envejecimiento 
artificial (43 “C, 75 % HR). Diferencias significativas a P<O,OOl (***), P<O,Ol (**) 
y PI-O,05 (*). 
Fuente de GSSGred, GSSGred, 
Variación 
I gJ 
l 
SP SG SP SG 
Envejecimiento 
Error 
5 0,022*** 0,095*** 0,034”’ 0,049* 
18 0,008 0,047 0,021 0,038 
TABLA 75. Análisis de la varianza (suma de cuadrados) de la actividad GSSGred de 
semillas de girasol (Heliunthus annuus L. CV. Peredovik), en función del estado de 
hidratación. Diferencias significativas a PiO, (*) y diferencias no significativas 
(NS). 
Fuente I I GSSGred 
de variación 
I 
gl 
SP SG 
Estado de hidratación 
Error 
1 0,087* 0,019NS 
46 0,087 0,229 
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5. DiscustóN 
5.1. Efecto del envejecimiento artificial en la viabilidad y vigor de las 
semillas de girasol 
5.1.1. Evaluación de la germinación 
De acuerdo con los resultados obtenidos, se puede indicar que: a) las semillas de 
girasol CV. Peredovik de menor tamaño presentan una mayor capacidad germinativa que 
las semillas de mayor tamaño del mismo cultivar (Figs. ll y 12); b) las condiciones de 
envejecimiento acelerado disminuyen la viabilidad de estas semillas, de forma más evidente 
en las SG; c) el efecto de las condiciones de envejecimiento se manifiesta también en un 
retraso de la germinación (Figs. 13 y 14), representado por el aumento del TMG (Fig. 
15), principalmente en las SG; d) los períodos cortos de envejecimiento estimulan la 
germinación y contribuyen a disminuir la mortalidad de las semillas al ser germinadas en 
condiciones óptimas (Figs. 16 y 17); e) el almacenamiento prolongado a temperatura 
ambiente no altera de forma significativa la viabilidad de las semillas de girasol durante 
el período de experimentación considerado (Fig. 18). 
Esta pérdida de la capacidad germinativa también se ha observado en semillas de 
girasol natural y artificialmente envejecidas (Cardoso, 1990; Halder y Gupta, 1980, 1982; 
Torres y Martínez-Honduvilla, 1990), mecánicamente dañadas (Cardoso, 1990; Torres y 
Martínez-Honduvilla, 1988, 1990) o sometidas a diferentes condiciones adversas (Gay y 
col., 1991; Torres y col., 1991). 
La menor capacidad germinativa de las SG respecto a las SP (Figs. 11 y 12) esta 
en concordancia con los resultados obtenidos por Torres y Martínez-Honduvilla (1990) en 
semillas de girasol de diferentes tamaños. Estos autores observaron un mejor 
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comportamiento de las semillas de menor peso en todos los test de vigor realizados. La 
relación aquí indicada entre el tamaño de las semillas y su vigor se ha detectado también 
en soja (Edwards y Hartwing, 1971; Hoy y Gamble, 1985) aunque en otras especies de 
interés comercial (algodón, cacahuete, medicinales, hortícolas) las semillas de mayor 
tamaño presentaron mejores características de vigor que las de menor tamaño (Amico 
Roxas y col., 1994; Gelmond, 1972: Powell y Matthews, 1994; Sivasubramanian y 
Ramakrishnan, 1974) 
De acuerdo con los resultados anteriormente descritos, las SP presentan una mayor 
resistencia a las condiciones adversas, que se manifiesta en el mantenimiento de una 
capacidad germinativa adecuada incluso cuando el tiempo de envejecimiento es superior 
a 3 días (Figs. 12 y 16). Por otra parte, la estimulación de la germinación que se observa 
a períodos cortos de envejecimiento en las SP y las SG, esta en concordancia con los 
resultados presentados por de Paula y col. (1991b) en semillas de girasol del mismo 
cultivar deterioradas por almacenamiento a altas temperaturas (65 “C). Este efecto se ha 
observado también en semillas de distintas especies sometidas a diferentes tratamientos 
térmicos. Sin embargo, no hay una explicación concluyente sobre el mismo, ya que las 
interpretaciones señaladas en la literatura hacen referencia a procesos de distinta 
naturaleza. Recientemente, Crowe y col. (1989), Hoekstra y col. (1989) y van Bilsen y 
col. (1994), han señalado que este efecto estimulador obedece a un mecanismo puramente 
físico relacionado con la transición de las membranas (fase de gel a líquido cristalino), 
favorecida por altas temperaturas. Otros autores (Helm y col., 1989) han indicado que los 
embriones de trigo sometidos a distintos tratamientos térmicos, son capaces de sintetizar 
proteínas específicas como mecanismo de resistencia al estrés, mientras que Likhatchev 
y col. (1984) asocian tales efectos a cambios en la composición química de las semillas, 
especialmente relacionados con un aumento de la actividad de algunas enzimas hidrolíticas. 
Asimismo, estos cambios en la viabilidad de las semillas están linealmente 
relacionados con el tiempo de tratamiento (Fig. 18). En este sentido, el estudio 
comparativo de las pendientes (Tabla 16) resulta más ilustrativo que la simple 
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determinación del número de plántulas normales (Fig. 16) que aparecen en cada 
tratamiento, puesto que es independiente de la viabilidad inicial de las semillas, cuyos 
valores fueron ligeramente superiores en las SP que las SG. Por otra parte, la pendiente 
que presentan las semillas muertas es mayor en las SP. Estos datos corroboran el análisis 
inicial de los resultados, en el que se apuntaba que el tiempo de envejecimiento produce 
un descenso de la viabilidad de las SP que se refleja en un aumento de la letalidad, 
mientras que en las SG, el descenso de la viabilidad se traduce en un aumento conjunto 
del número de plántulas anormales y semillas muertas. 
Por otra parte, las SP y las SG se diferencian en el tiempo que tardan en completar 
el proceso de germinación (Figs. 13-15). Para las SP no envejecidas, el TMG corresponde 
a 2,00 fo,031 días, mientras que, para las SG, este tiempo se prolonga a 2,32 + 0,067 
días. Esta diferencia en el tiempo medio de germinación podría atribuirse al hecho de que 
las SG tardan más tiempo en completar la fase de hidratación. Este hecho afecta 
negativamente al proceso germinativo al incidir de manera directa en el inicio de los 
mecanismos bioquímicos como la movilización de las sustancias de reserva, necesarios 
para el desarrollo y culminación de la germinación. Sin embargo, las SP envejecidas 
mantienen, en todos los casos, valores próximos a los observados en las semillas no 
tratadas, mientras que, en las SG el TMG se prolonga de forma muy significativa en 
función del período de envejecimiento. Dell’Aquila (1987) sugiere que la determinación 
del TMG es un índice muy sensible del estado de deterioro de las semillas, ya que 
presenta, al menos en semilla de trigo, una alta correlación con los parámetros fisiológicos 
y bioquímicos alterados durante el envejecimiento. En nuestro caso, la modificación del 
TMG durante el envejecimiento (Fig. 15) es debida probablemente a la presencia de 
plántulas anormales (Fig. 16), lo cual indica el daño producido por el envejecimiento 
artificial que se refleja en una germinación más lenta. En este sentido, las SG presentan 
mayores variaciones en el TMG, que podrían poner de manifiesto las alteraciones 
fisiológicas o bioquímicas que se producen por efecto del envejecimiento artificial. Si esta 
determinación pudiera realizarse, sin margen de error, sólo en las plántulas normales, se 
podría estimar si las alteraciones en los procesos metabólicos durante el envejecimiento son 
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responsables de las modificaciones en la velocidad de germinación de las semillas viables, 
capaces de producir plántulas normales. Sin embargo, esto es difícilmente posible desde 
el momento en que la diferenciación entre plántulas normales y anormales, sólo es evidente 
y precisa a partir del cuarto día de germinación. Por esta razón, la disminución de la 
capacidad germinativa de las semillas de girasol por efecto del envejecimiento artificial se 
ha relacionado con la alteración de distintos parámetros bioquímicos (de Paula y col., 
199la, 1993; Halder y Gupta, 1980, 1982; Halder y col., 1983) que se manifiesta en la 
degradación de las membranas (Gidrol y col., 1989), y en la liberación de electrolitos (de 
Paula y col., 1994). El estudio de estos y otros parámetros relacionados con el 
envejecimiento se abordará más extensamente en posteriores apartados. 
5.1.2. Evaluación del vigor 
Los resultados obtenidos (Fig. 20) ponen de manifiesto la estrategia de crecimiento 
adoptada por el girasol, especie con un gran desarrollo radicular, independientemente del 
tamaño de la semilla y concordante con los resultados descritos por de Paula y col. 
(199lb) y Torres y Martínez-Honduvilla (1990). La alteración del vigor a consecuencia 
del envejecimiento, se manifiesta tanto en la longitud de la raíz como en la longitud del 
hipocótilo, lo que evidentemente se refleja en la disminución de la plántula completa. 
Al evaluar el vigor mediante la relación R/H (longitud de la raíz/longitud del 
hipocótilo) (Fig. 20) se pone de manifiesto que a tiempos cortos, ambos órganos parecen 
presentar una tolerancia similar al tratamiento tanto en las SP como en las SG, mientras 
que los períodos prolongados (ll días) de envejecimiento alteran en mayor medida la 
longitud de la raíz en las SP, dando valores de R/H inferiores (1,6731 f 0,2069) a las 
semillas no tratadas (1,9708 f 0,148O). Por otro lado, el envejecimiento prolongado 
afecta a la longitud del hipocótilo de las SG, obteniéndose valores superiores (2,2198 
+0,2014) a los que presentan las semillas no envejecidas (1,9972+ 0,1308). 
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Por otra parte, el índice de uniformidad (Tabla 22) mide las desviaciones que 
presenta la longitud de los hipocótilos respecto a la longitud media, por lo tanto, cuanto 
mayor sea el valor de este índice, mayor uniformidad presentarán las plántulas respecto 
a la longitud de sus hipocótilos. Según los resultados obtenidos, las SP presentan menor 
uniformidad cuando el tiempo de envejecimiento es más prolongado, sobre todo los días 
5 y 11. En las SG se observa también menor uniformidad de crecimiento en las plántulas 
procedentes de semillas envejecidas, desde el primer día de envejecimiento, que en las 
procedentes de semillas no tratadas. Asimismo, los resultados muestran que el deterioro 
de las semillas por almacenamiento en las condiciones de envejecimiento artificial, da lugar 
a plántulas que presentan características diferenciales respecto a su vigor (Tabla 22). Los 
índices SUI e IV1 reflejan que las SP sometidas a envejecimiento durante 1 y 3 días, 
mantienen no sólo una alta capacidad germinativa, sino que dan lugar a plántulas normales 
de características semejantes. Las Xi, sólo mantienen las propiedades de uniformidad y 
vigor en las semillas no envejecidas, ya que el tratamiento produce alteraciones, que si 
bien no afectan a la capacidad germinativa, sí alteran las características de las plántulas 
procedentes de semillas envejecidas 1 y 3 días. Por tanto, el uso de estos índices permite 
encontrar diferencias de vigor en plántulas procedentes de semillas con semejante 
capacidad germinativa. 
5.2. Evolución del contenido de humedad de las semillas de girasol 
artificialmente envejecidas 
Las condiciones de elevada temperatura y humedad, responsables directas del 
proceso de envejecimiento acelerado, producen una alteración del contenido de humedad 
de la semillas (Fig. 21). Este incremento, aunque es significativo, no es suficientemente 
decisivo como para permitir el restablecimiento de un metabolismo activo, que según 
Vertucci y Roos (1990) corresponde para las semillas de girasol a 0,17 g H,O/g semilla, 
momento en que se detecta un incremento del consumo de oxígeno que se puede atribuir 
a la actividad respiratoria. Por otra parte, estos autores señalan que las reacciones 
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degenerativas se atenúan por un incremento importante de la viscosidad, que tiene lugar 
cuando el contenido de humedad se encuentra por debajo de ciertos límites. En el caso 
de la semilla de girasol el contenido de humedad óptimo para el almacenamiento 
prolongado se ha fijado mediante cálculos teóricos en 0,031 g H,O/g semilla (Vertucci y 
Roos, 1990). Sin embargo, algunos autores (Crowe y col., 1989; Hoekstra y col., 1989; 
van Bilsen y col., 1994) consideran que someter a las semillas a condiciones elevadas de 
humedad ylo temperatura puede tener un efecto beneficioso. Este efecto consiste en 
permitir que las membranas de las semillas sufran el proceso de transición (fase de gel a 
líquido cristalino) antes de ser sometidas a rehidratación y se pone de manifiesto por una 
disminución en la liberación de electrolitos. 
Las condiciones de envejecimiento artificial a que son sometidas las semillas alteran 
en cierta medida el nivel de hidratación en el que se encuentran las mismas. Para evitar 
que este hecho afectara a las determinaciones bioquímicas que se realizaron 
posteriormente, las semillas envejecidas se almacenaron en un desecador a temperatura 
ambiente hasta que alcanzaron el nivel de humedad inicial. 
5.3. Análisis de los exudados de las semillas de girasol: efecto del 
envejecimiento artificial en la funcionalidad de las membranas 
5.3.1. Cambios de pH de los exudados 
Los resultados relativos a los cambios de pH de los exudados en las semillas 
sometidas a las condiciones de envejecimiento artificial (Fig. 22), muestran diferencias 
significativas (P10,OOl) entre los valores de pH detectados a los 30 minutos y los 
medidos a las 24 horas, lo que sugiere que durante el período de rehidratación existe cierto 
flujo de iones H+ al medio de imbibición. Mukhtar y Laidman (1982), obtuvieron 
resultados semejantes en embriones de trigo de diferente vigor, sugiriendo que en ambos 
244 
DISCUSIÓN 
tipos de embriones se mantiene en funcionamiento la bomba de intercambio H+/K+. La 
liberación de iones que tiene lugar durante la imbibición afecta fundamentalmente al K+, 
que es el ion que se detecta mayoritariamente en los exudados de las semillas en 
germinación (Abdel Samad y Pearce, 1978; Givelberg y col., 1984; Mullet y Considine, 
1980; Queiroga, 1989; Simon y Raja Harun, 1972; Torres y col., 1988). Este ion sufre 
posteriormente una captación activa que permite la excreción de H+, que son los 
responsables de la pérdida de rigidez de las paredes celulares necesaria para permitir la 
elongación celular (Bewley y Black, 1978). El descenso de pH que se observa en los 
exudados de las semillas de girasol no tratadas y artificialmente envejecidas permite 
suponer que el mecanismo de acidificación de las paredes celulares no esta alterado por 
el envejecimiento. 
5.3.2. Evaluación del contenido de fósforo de los exudados 
Los compuestos celulares que presentan fósforo en su constitución son, 
fundamentalmente, la fitina que actúa como reserva de fósforo y de distintos tipos de 
cationes, los ácidos nucleicos, los fosfolípidos y ciertas proteínas (Dalling y Bhalla, 1984). 
Durante la germinación se produce la movilización y transporte al embrión de las reservas 
de fósforo necesario para la biosíntesis de estas moléculas. La presencia de fosfatos en 
el exudado de las semillas a las 24 horas de imbibición (Fig. 23) podría ser por tanto 
indicativa de la salida de fósforo proveniente de la hidrólisis de la fitina, pero también 
debido a una mayor liberación de nucleótidos y proteínas, que podría estar facilitada por 
la degradación de los fosfolípidos de membrana que puede tener lugar durante el 
envejecimiento. 
Si los fosfatos detectados provienen fundamentalmente de nucleótidos y proteínas, 
debería observarse cierto paralelismo entre los niveles de fósforo detectados en el exudado 
y la presencia de sustancias que absorben a 260-280 nm. Sin embargo, esto sólo ocurre 
en las SP, donde existe una buena correlación (r=0,8908 ***) entre estos dos parámetros. 
245 
DISCUSIÓN 
Las SG, por otra parte, presentan una correlación más baja (r=0,6625**), lo que podría 
indicar que otras sustancias contribuyen a la presencia de fósforo en los exudados. Esta 
liberación de fósforo también ha sido detectada por otros autores (Givelberg y col., 1984; 
McKersie y Stinson, 1980; Parameswaran y col., 1990; Saxena y col., 1985) y revela el 
daño producido por el tratamiento, como se pone de manifiesto por la relación existente 
entre este parámetro y el número de semillas muertas (r=0,8077*** y r=0,8153***, en 
SP y SG, respectivamente). 
5.3.3. Cambios de absorbancia de los exudados 
La absorbancia a 260-280 nm refleja la liberación de macromoléculas, proteínas 
y ácidos nucleicos, procedentes de células dañadas, así como de sustancias de bajo peso 
molecular (aminoácidos y compuestos de naturaleza fenólica) que pueden difundir a través 
de las membranas (Deswal y Sheoran, 1993; Duke y col., 1986; Givelberg y col., 1984). 
Estos autores consideran que esta medida es un índice muy fiable de la alteración de las 
membranas; sin embargo, en nuestro material biológico, la absorbancia a 280 nm (Fig. 26) 
sólo esta incrementada significativamente en las semillas más envejecidas. Este incremento 
de absorbancia a 280 nm, junto con el mayor contenido de fósforo detectado en los 
exudados de las semillas más envejecidas (Fig. 23) sugiere que el envejecimiento artificial 
afecta a la integridad de las membranas que son incapaces de reorganizarse durante la 
rehidratación, lo que facilita la salida de compuestos de origen intracelular. 
5.3.4. Evaluación de la intensidad de corriente eléctrica 
De acuerdo con los resultados obtenidos se puede indicar que: a) las semillas de 
mayor tamaño presentan valores de ICE superiores a las de menor tamaño durante todo 
el período de imbibición (Figs. 27 y 28); b) la ICE de las semillas completas a las 24 
246 
horas de imbibición no se altera significativamente por efecto del tiempo de envejecimiento 
(Fig. 28); c) la ICE detectada en los exudados provenientes de los pericarpios aislados de 
las SG es superior a la detectada en los pericarpios de las SP (Fig. 29), siendo su 
evolución semejante en ambos casos y no encontrándose diferencias debidas al efecto del 
envejecimiento acelerado; d) los valores de ICE de las semillas (sin pericarpio) son 
siempre inferiores a los presentados por las semillas completas, mostrando, en todos los 
casos analizados, una cinética de liberación de primer orden definida por la función 
L= C (1 - emk’) (Fig. 30 y Tabla 37); e) la ICE a las 24 horas de imbibición (Fig. 29) 
de las semillas (sin pericarpio) aumenta significativamente por efecto del envejecimiento; 
f) la evolución de la liberación de iones de las semillas completas (SP y SG) sigue una 
cinética de primer orden, y para cuya explicación, se propone un modelo definido por la 
ecuación 1~1 IL, basado en una cesión rápida de iones desde el pericarpio y otra lenta desde 
la semilla. 
La ICE de las SP y las SG se determinó utilizando las mismas condiciones 
experimentales (1 V, 3,5 ml de agua desionizada y a 25 “C). Sin embargo, las SG 
liberaron mayor cantidad de iones, por lo que se observa que el tamaño de la semilla tiene 
un efecto importante en las determinaciones de ICE, en concordancia con resultados 
presentados por distintos autores (Hoy y Gamble, 1985; Queiroga, 1989; Torres y 
Martínez-Honduvilla, 1988, 1990; Retamal y col., 1990). Estos resultados ponen de 
manifiesto la necesidad de mantener un tamaño uniforme entre las semillas de cada lote, 
para evitar que las diferencias en la ICE debidas a este factor puedan ser consideradas 
como diferencias en el vigor de las semillas estudiadas. 
Las diferencias en la liberación de electrolitos parecen estar relacionadas con la 
viabilidad y las características de vigor de las semillas de diversas especies (Powell, 1986) 
y habitualmente se asocian a alteraciones de membrana. Sin embargo, en la literatura se 
describen resultados contradictorios. Algunos autores (Anfinrud y Schneiter, 1984; de 
Paula y col., 1994; Sivasubramanian y Ramakrishnan, 1974; Torres y Martínez- 
Honduvilla, 1990) han indicado que las semillas de girasol con baja capacidad germinativa 
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presentan una alta liberación de electrolitos y solutos. Por el contrario, otros autores han 
señalado la ausencia de correlación entre la germinación de semillas de girasol 
artificialmente envejecidas y la liberación de iones (Halder y Gupta, 1982; Halder y col, 
1983; Gidrol y col., 1989). A pesar de estas divergencias, la medida individualizada de 
la ICE ha sido utilizada para predecir la capacidad germinativa de las semillas de girasol 
(Anfinrud y Schneiter, 1984; Cardoso, 1990; Queiroga, 1989). En nuestro material 
biológico, sometido a envejecimiento artificial, no se observan alteraciones significativas 
de este parámetro en los exudados procedentes de las SP ni de las SG, mientras que la 
viabilidad de las mismas se modifica sustancialmente (Fig. 16) Estos resultados están en 
concordancia con los presentados por Halder y Gupta (1982), Halder y col. (1983) y 
Gidrol y col. (1989) en semillas envejecidas de girasol, si bien hay que tener en cuenta que 
estos autores estudiaron la conductividad eléctrica de los exudados por medio de un 
conductivímetro. En estos casos la ausencia de alteraciones en la liberación de electrolitos 
podría atribuirse a la falta de sensibilidad del método empleado más que al mantenimiento 
de la integridad de las membranas durante el proceso de envejecimiento, ya que cuando 
las condiciones de envejecimiento artificial son severas sí detectaron diferencias en la 
liberación de iones, que ponen de manifiesto la alteración de las membranas. Sin embargo, 
en nuestro material biológico, el hecho de no encontrar una adecuada relación entre los 
valores medios de ICE a las 24 horas de imbibición y la viabilidad (Fig. 16) no puede 
deberse a la instrumentación utilizada debido a la alta sensibilidad del autoanalizador 
empleado (de Paula y col., 1992, 1994). Las escasas o nulas diferencias observadas en la 
ICE tampoco pueden atriburse a la integridad de las membranas de las semillas 
envejecidas, puesto que a través de otros ensayos (Figs. 23 y 26) se detecta un importante 
incremento en la liberación de solutos, lo que refleja la incapacidad de reorganización de 
las membranas durante el período de imbibición, especialmente en las semillas más 
envejecidas. A la luz de los resultados obtenidos cabría pensar, por tanto, que la cubierta 
(pericarpio) de la semilla de girasol tuviera una doble acción. Por una parte, podría actuar 
como barrera física capaz de disminuir la velocidad de liberación de iones de la semilla 
y, por otra parte, contribuir a la liberación de electrolitos durante el período de imbibición. 
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Los resultados obtenidos en las determinaciones de la ICE de los exudados 
provenientes de los pericarpios (Fig. 29) revelan que existe una liberación rápida de iones 
durante las primeras horas de imbibición, con valores que se mantienen prácticamente 
constantes a partir de este momento, en concordancia con los resultados obtenidos por 
Bruggink y col., (1991) en maíz y Queiroga (1989) en girasol. Asimismo, la ICE detectada 
en los exudados procedentes de las cubiertas de las semillas envejecidas no se diferencia 
de la detectada en las semillas no tratadas, lo que sugiere que la liberación de iones por 
el pericarpio no esta afectada por el envejecimiento, debido a la ausencia de actividad 
metabólica del pericarpio, cuya función es esencialmente protectora. 
En el estudio de la ICE de las semillas (libres de pericarpio) (Fig. 30), se 
obtuvieron valores siempre inferiores a los detectados en las semillas completas, lo cual 
esta en concordancia con los resultados presentados por Queiroga (1989). Sin embargo, 
los estudios realizados en otras especies (soja, guisante, cacahuete) mostraron una mayor 
liberación de iones cuando la imbibición se realizó con semillas desprovistas de testa 
(Abdel- Samad y Pearce, 1978: Duke y Kakefuda, 1981; Duke y col., 1983, 1986). Estos 
resultados pueden ser indicativos de las diferentes funciones que las cubiertas seminales 
ejercen en las distintas especies, donde pueden ser responsables de procesos de dormición 
o de la disminución del aporte de oxígeno al embrión (Kelly y col., 1992; Lagôa y 
Pereira, 1987). La salida de electrolitos que tiene lugar durante el período de imbibición 
de las semillas ha sido atribuida por algunos autores (Duke y col., 1983) a procesos de 
difusión pasiva. Estos autores consideran que un alto nivel de electrolitos en los exudados 
no indica necesariamente un importante daño celular, por lo que sugieren que la 
determinación de compuestos de alto peso molecular, de origen intracelular, es un índice 
más fiable de la ruptura de las células durante la imbibición. Sin embargo, en el caso de 
las semillas envejecidas, el estudio no sólo del valor final de ICE, sino su monitorización 
durante el período completo de imbibición, muestra una diferente cesión de iones según 
el grado de envejecimiento, que sigue en todos los casos una cinética de liberación de 
primer orden definida por una función monomolecular (Tabla 37). Un incremento en la 
velocidad de difusión a través de las membranas ha sido atribuída por numerosos autores 
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a la degradación de las mismas, que se detecta en las semillas deterioradas (Anderson y 
Baker, 1983; Basavarajappa y col., 1991; de Paula y col., 1994; Fernández García de 
Castro y Martínez-Honduvilla, 1984; Halmer y Bewley, 1984; Powell y Mathews, 1981). 
La mayor ICE que se observa en las semillas envejecidas (Fig. 27), puede ser indicativa 
de las alteraciones en la funcionalidad de las membranas que contribuyen a la pérdida de 
viabilidad. Por otra parte, Powell (1986) considera que las membranas debilitadas y 
alteradas durante el envejecimiento son más susceptibles al daño producido por la 
imbibición, que se observa en algunas especies. 
La evolución de la ICE observada en la Figura 27 sugiere que los pericarpios (Fig. 
29) son los responsables de la rápida liberación de iones que se detecta durante las 
primeras horas de imbibición en las semillas completas. La subsiguiente estabilización de 
la ICE puede ser debida a que la liberación de iones desde la semilla “senm stricto” es 
mucho más lenta (Fig. 30) y se pone de manifiesto en períodos más prolongados de 
imbibición. Esta interpretación se concreta en el modelo de liberación que se representa 
a continuación en la Figura 48, el cual se define por la ecuación [ll1 (véase apartado 
4.3.4. l.), y que permite la explicación objetiva de las curvas de liberación de iones hasta 
las 16 horas después del comienzo del período de imbibición, momento considerado como 
tiempo crítico, debido al cambio de tendencia en la liberación de iones (Fig. 27). Este 
cambio de tendencia, que se produce a tiempos prolongados de imbibición, puede 
observarse también en otros estudios de conductividad eléctrica realizados con distintas 
semillas provistas de cubiertas (Abdel-Samad y Pearce, 1978; de Paula y col., 1994; 
Givelberg y col., 1984; Mullet y Considine, 1980; Parrish y Leopold, 1977; Retamal y 
col., 1990). Este cambio, sin embargo, no se observa en la evolución de la ICE 
determinada en los exudados procedentes de los pericarpios y de las semillas (Figs. 29 y 
30). El hecho de que el cambio de tendencia se produzca aproximadamente en el mismo 
tiempo tanto en las semillas no tratadas como en las envejecidas durante ll días, como 
claramente queda reflejado a continuación en la Figura 49, se explica por un proceso 
puramente físico que implica la fractura del pericarpio debida al aumento de volumen que 
experimentan las semillas imbibidas o hidratadas. Esta fractura permite un mayor contacto 
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de la semilla propiamente dicha con el medio de imbibición, facilitando la salida de los 
iones. Dado que este proceso se produce en todas las semillas, independientemente de su 
viabilidad, es decir, tanto en las semillas envejecidas o deterioradas como en las semillas 
viables, la mayor ICE detectada en los exudados de las semillas envejecidas, SP y SG, a 
partir del tiempo crítico (Fig. 49C y D), en comparación con las no envejecidas (Fig. 49A 
y B), pone de manifiesto la pérdida de integridad de las membranas por efecto del 
envejecimiento. Esta explicación verifica, por una parte, la hipótesis planteada, que se 
formaliza en el modelo de liberación propuesto, y por otra, justifica la falta de 
convergencia durante todo el período de imbibición. La cesión de iones a partir del tiempo 
crítico sigue una cinética de primer orden, determinada también por una función 
monomolecular. El análisis estadístico de los parámetros estimados por esta función pone 
de manifiesto las diferencias producidas por el envejecimiento, que afectan tanto a la 
cantidad final de iones (C) como a la constante cinética de velocidad (K) (Tablas 42 y 43). 
Por otra parte, la determinación de la ICE mediante el equipo ASAC-IOOOB 
requiere mantener las semillas sumergidas en agua desionizada durante un período 
variable dependiendo de la especie, que para el caso del girasol se prolonga hasta 24 
horas. Las semillas durante este período pueden sufrir daños por imbibición debido a la 
rápida entrada de agua, que puede llegara causar la muerte de las células de las capas más 
externas y afectar a la viabilidad de las semillas (Powell y Matthews, 1978; Powell, 1986; 
Powell y col., 1986; Woodstok y Taylorson, 1981). Sin embargo, este efecto no se 
observó en nuestro material biológico ya que la capacidad germinativa de las semillas 
utilizadas en la determinación de la ICE no difiere significativamente de la obtenida con 
semillas germinadas en condiciones normalizadas que permiten una captación lenta de agua 
(de Paula, 1991). Sin embargo, la germinaciún de las semillas sin pericarpio (Tabla 36) 
disminuye significativamente, tanto en SG como en SP, lo que pone de manifiesto que la 
eliminación de las cubiertas (pericarpios), afecta negativamente a la capacidad germinativa, 
por un aumento importante del número de plántulas anormales, probablemente debido al 
posible daño mecánico ocasionado durante la manipulación, así como al contacto directo 
de la semilla con el medio de imbibición. 
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Los resultados de los ensayos de liberación, considerados globalmente, muestran 
que el pericarpio no impide la liberación de solutos, puesto que se ha detectado la 
presencia de fósforo que podría provenir de sustancias orgánicas de origen intracelular, 
corroborado por las medidas de absorbancia a 280 nm (Fig. 26). Por otra parte, la 
alteración de las membranas durante el envejecimiento, que se manifiesta por un aumento 
de la ICE a las 24 h de imbibición de las semillas libres de pericarpio (Fig. 30), esta 
también muy relacionada con la presencia de fósforo en los exudados, tanto en las SP 
(r=0,8633***) como en las SG (r=0,8964***). Sin embargo, el pericarpio es necesario 
para la adecuada germinación de las semillas de girasol, ya que protege a la capa de 
aleurona, responsable de una intensa actividad metabólica (Metcalf y Chalk, 1965). Por 
otra parte, la presencia del pericarpio dificulta la interpretación de los resultados de los 
ensayos de ICE debido a la propia aportación de iones durante las primeras horas de 
imbibición. Los ensayos realizados con semillas libres de pericarpio muestran diferencias 
entre los distintos períodos de envejecimiento (Figs. 28 y 30), debido probablemente a que 
la ausencia de pericarpio permite la rápida entrada de agua, produciéndose un efecto 
interactivo entre los daños ocasionados por el envejecimiento y los inherentes a la 
imbibición. Este efecto es más patente en las semillas más envejecidas (Fig. 30C-F) que 
muestran una liberación contínua y creciente de iones, lo cual refleja la alteración 
ocasionada en las membranas, que pierden su capacidad de reorganización durante el 
período de imbibición. Sin embargo, los ensayos de germinación realizados con estas 
semillas no son representativos, ya que su viabilidad está disminuida por la ausencia de 
pericarpio (Tabla 36). 
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Figura 48. Propuesta de modelo de liberación de iones procedentes de 
semillas imbibidas, según el planteamiento definido en el texto (véase 
apartado 4.3.4.1 .). 1. Fase inicial, a t=O h; 2. Fase intermedia, a O<t< 16 
y 3. Fase final, a t = 16 h. 
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Figura 49. Evolución comparativa de la intensidad de corriente eléctrica 
medida en los exudados procedentes de semillas completas (círculos 
negros), pericarpios (círculos blancos) y semillas (cuadrados) de girasol CV. 
Peredovik no tratadas (A y 6) y envejecidas artificialmente (43 OC, 75 % 
HR) durante Il días (C y D), en función del tiempo de imbibición. A y C, 
SP; B y D, SG. Cada punto representa el valor medio de cuatro 
repeticiones, cada una con 25 determinaciones independientes. Por claridad 
no se representa el valor del SE. 
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5.4. Efecto del envejecimiento artificial en la cinética de captación 
de agua 
Los resultados obtenidos (Fig. 33) sugieren que el envejecimiento artificial no 
produce un efecto aparente en la capacidad de captación de agua de las semillas, si bien 
la velocidad de hidratación fue mayor en las SP que en las SG. Conviene señalar, no 
obstante, que algunos autores (Murphy y Noland, 1982; Powell y Matthews, 1977) han 
sugerido la relación entre la cinética de captación de agua y la liberación de solutos 
durante el proceso de rehidratación, pues consideran que la entrada rápida de agua puede 
afectar a las membranas celulares, favoreciendo la salida masiva de iones y otros 
componentes celulares. En las semillas de girasol se observa que el proceso de imbibición 
y la ICE durante las primeras 12 horas de imbibición (Figs. 50 y 51) presentan una 
evolución similar, en las que la mayor entrada de agua y, en su caso, salida de electrolitos 
tiene lugar a tiempos cortos de imbibición. Las semillas envejecidas muestran resultados 
semejantes, aunque las mayores diferencias respecto a las semillas no tratadas se detectan 
en las SP. Estos parámetros siguen un curso similar, aunque perfectamente diferenciado 
desde la primera hora de imbibición respecto a las semillas no envejecidas. Sin embargo, 
la ICE de las SG (no tratadas y envejecidas) empieza a diferenciarse a partir de las 6 horas 
y la captación de agua no presenta diferencias apreciables entre estas semillas (Fig. 50). 
Cabría pensar que si el envejecimiento produce un daño importante en las membranas, 
debería estar facilitada la entrada de agua. Sin embargo, Waggoner y Parlange (1976) y 
Leopold (1980) tampoco detectaron diferencias importantes entre la capacidad de 
rehidratación de los cotiledones de semillas de soja viables y no viables, mientras que la 
conductividad eléctrica fue muy superior en los cotiledones no viables. Todo ello parece 
indicar que el proceso de rehidratación de las semillas no esta limitado de forma apreciable 
por las membranas. La velocidad de entrada de agua debe ser considerada principalmente 
como función de la capacidad de difusión de la misma de acuerdo con la naturaleza de los 
tejidos y de la resistencia que oponen los gases adsorbidos en el interior de la semilla 
(Parrish y Leopold, 1977). 
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Por otra parte hay que tener en cuenta que el pericarpio de estas semillas juega un 
importante papel en la rehidratación, ya que representa la primera barrera que entra en 
contacto con el agua. Por ello es lógico suponer que gran parte del agua captada por la 
semilla durante las primeras horas de imbibición y así como los electrolitos liberados 
durante este período, corresponda a la acción del pericarpio. 
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Figura 50. Evolución de la intensidad de corriente eléctrica (A) y del peso 
(Bj de las semillas de girasol (SP) CV. Peredovik en función del tiempo de 
imbibición. Semillas no tratadas (círculos blancos) y envejecidas 
artificialmente (43 OC, 75 % HR) durante ll días (círculos negros). Cada 
punto representa el valor medio +SE cuatro repeticiones independientes. 
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Figura 51. Evolución de la intensidad de correiente eléctrica (A) y del peso 
(B) de las semillas de girasol (SG) CV. Peredovik en función del tiempo de 
imbibición. Semillas no tratadas (círculos blancos) y envejecidas 
artificialmente (43 OC, 75 % HR) durante ll días (círculos negros). Cada 
punto representa el valor medio rcSE de cuatro repeticiones 
independientes. 
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5.5. Valoración de la peroxidación lipídica: cambios del contenido de 
malondialdehido 
Los resultados obtenidos sugieren que el envejecimiento artificial no produce un 
incremento significativo de la peroxidación lipídica, medida por la formación de MDA 
(Figs. 35.37), en concordancia con Priestley y col. (1980) y Priestley y Leopold (1979) 
que no observaron procesos de peroxidación en semillas de soja sometidas a 
envejecimiento artificial. Salama y Pearce (1993) tampoco detectaron un incremento 
importante en los niveles de MDA en las semillas de cebolla artificialmente envejecidas, 
que relacionaron con la ausencia de sustratos lipídieos con tres o más insaturaciones. Esta 
explicación no sería válida en nuestro caso ya que las semillas de girasol se caracterizan 
por la abundancia de los ácidos oleico (18:l) y linoléico (18:2), y según Ohkawa y col., 
(1979) los hidroperóxidos derivados de este último compuesto reaccionan con el TBA para 
dar el mismo compuesto de color rojo que se obtiene por reacción con MDA. Por ello, 
el método del TBA no pueden relacionarse directamente con la cantidad de MDA 
proveniente de los ácidos grasos poliinsaturados, sino que otros productos de la 
peroxidación lipídica intervienen también en esta reacción calorimétrica. Sin embargo, para 
facilitar la lectura del trabajo expresamos los resultados como nmol de MDA, que indican 
globalmente la existencia de productos de peroxidación lipídica en los extractos estudiados. 
Teniendo en cuenta esta consideración, hay que indicar que los niveles de MDA detectados 
en las semillas no tratadas, tanto SP como SG, son lo suficientemente elevados como para 
indicar que durante el almacenamiento a temperatura ambiente tienen lugar en alguna 
medida estos procesos de peroxidación lipídica. Priestley (1986) señala que las reacciones 
de peroxidación lipídica se favorecen cuando el contenido de humedad de la semilla es 
muy bajo. La hidratación de las mismas disminuye el acceso del oxígeno a las moléculas 
susceptibles de peroxidación, facilita la coordinación de los metales con moléculas de 
agua, lo que disminuye su capacidad catalítica y por otra parte, aumenta la capacidad de 
difusión de las moléculas antioxidantes. Asimismo, los resultados obtenidos en relación 
con la presencia de antioxidantes y las actividades enzimáticas de SOD y CAT (véase 
apartado 4.6), así como el acusado descenso en la cantidad de MDA que se observa en las 
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semillas imbibidas parecen apoyar esta idea. 
Las semillas, independientemente de su tamaño, sometidas a envejecimiento 
acelerado presentan un contenido de humedad muy bajo (5 % p.s.) que se incrementa 
ligeramente en función del tiempo de envejecimiento hasta alcanzar un máximo del 7 % 
p.s. en las semillas sometidas a ll días de tratamiento (Fig. 21). Este contenido en 
humedad es lo suficientemente bajo como para permitir que durante el almacenamiento se 
desencadenen los procesos de peroxidación. Por otra parte, el acusado descenso de los 
niveles de antioxidantes que se observa durante el envejecimiento podría favorecer el 
desarrollo de reacciones de peroxidación lipídica. Sin embargo, los niveles de MDA no 
aparecen significativamente incrementados durante el envejecimiento. Durante los días 1 
a 5 de tratamiento, se observa un ligero aumento de la cantidad de MDA respecto a la 
detectada en semillas no tratadas (Fig. 38), mientras que, a tiempos prolongados de 
envejecimiento, estos niveles descienden ligeramente en las SP. Estas variaciones podrían 
explicarse en el sentido de que la acumulación de los productos de peroxidación sólo 
refleja que la velocidad de formación de estos compuestos es mayor que su degradación. 
Algunos autores (Kalpana y Madhava Rao, 1994; Stewart y Bewley, 1980) también han 
detectado un descenso de la cantidad de MDA en semillas de leguminosas sometidas a 
períodos prolongados de envejecimiento artificial, que atribuyen a oxidaciones posteriores 
de este compuesto. Por otra parte, el MDA puede reaccionar con aminoácidos libres 
formando compuestos tipo lipofuscina (Pauls y Thompson, 1984), que podrían ser 
responsables de la menor cantidad de MDA detectada en las semillas más envejecidas. 
De acuerdo con los datos aparecidos en la literatura (Dhindsa y col., 1981; Pauls 
y Thompson, 1984; Pukacka y Kuiper, 1988; Senaratna y col., 1988), la peroxidación 
lipídica afecta fundamentalmente a los lípidos de membrana, produciendo alteraciones 
importantes en la funcionalidad de las mismas, que se pone de manifiesto por la liberación 
masiva e irreversible de solutos durante el proceso de rehidratación. Sin embargo, en 
nuestro material biológico no se observa una buena correlación entre la aparición de los 
productos de peroxidación (Figs. 35 y 36) y los valores de ICE (Fig. 28). Esta falta de 
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correlación sugiere que los procesos de peroxidación tienen lugar no sólo en las 
membranas sino que podrían afectar también a los lípidos de reserva, como ha apuntado 
Gidrol y col. (1989) y Francis y Coolbear (1988) en semillas artificialmente envejecidas 
de girasol y tomate, respectivamente. Esta última consideración permitiría explicar el 
mantenimiento de la viabilidad en las semillas donde la peroxidación lipídica se produce 
en alguna medida. Por otra parte, la mayor cantidad de MDA/g de tejido detectado en las 
SP (Fig. 35) apoya la hipótesis de que los lípidos de reserva pueden actuar contrarrestando 
la acción de los radicales libres. Los triglicéridos podrían ejercer su acción protectora 
frente a los radicales libres modificándose de forma cualitativa y cuantitativa en reacciones 
que posiblemente implicarían: 1) la hidrólisis de estos compuestos con la consiguiente 
liberación de ácidos grasos, lo que podría explicar el aumento de estos últimos detectado 
por algunos autores en semillas envejecidas (para revisión véase Priestley, 1986), y 2) la 
eliminación de los radicales en reacciones que implicarían a los grupos funcionales 
(carboxilo, hidroxilo) de los ácidos grasos. La mayor proporción de lípidos de reserva que 
presentan las SG explicaría el mantenimiento de los niveles de glutation total que se 
observa durante el envejecimiento y la menor cantidad de MDA presente en estas semillas. 
5.6. Efecto del envejecimiento artificial en los sistemas antioxidantes 
analizados 
5.6.1. Evaluación de la actividad superóxido dismutasa 
Las semillas, después de la etapa de maduración en la planta madre, sufren un 
proceso de desecación para permitir su supervivencia en condiciones adversas. Durante 
este proceso se generan especies activas de oxígeno, como el anión superóxido, que 
pueden desencadenar reacciones de peroxidación lipídica. Por ello es de vital importancia 
el mantenimiento de niveles elevados de SOD y de CAT, que permiten que el proceso de 
desecación de las semillas tenga lugar sin que se produzcan daños en sus estructuras 
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vitales. Este hecho explicaría la elevada actividad SOD (Fig. 39) detectada en semilla en 
estado seco. Por otra parte, el envejecimiento acelerado podría producir alteraciones en 
las enzimas de la fracción soluble, que explicarían el descenso observado de la actividad 
SOD en semillas sometidas a períodos prolongados de tratamiento. 
Los resultados obtenidos (Fig. 39) son semejantes a los descritos por Dhindsa y 
Matowe (1981) y Seel y col. (1992) en otros organismos tolerantes a la desecación 
(Tortulu rurulis), donde se observa un incremento de la actividad SOD durante el proceso 
de deshidratación, y un posterior descenso de la misma en el momento de la rehidratación, 
que se puede interpretar como una estabilización de la actividad enzimática tras la 
eliminación de las especies tóxicas. Estos resultados concuerdan además con los 
observados por Cakmak y col., (1993) en semilla de trigo. Por otra parte, el efecto del 
envejecimiento artificial se detecta también por el descenso de la actividad SOD de las 
semillas hidratadas a medida que se prolonga el tratamiento, en concordancia con los 
resultados obtenidos por Sung y Jeng (1993) en semillas de cacahuete. Sin embargo, el 
proceso de germinación conlleva la restauración de la actividad respiratoria mitocondrial, 
principal mecanismo generador de aniones superóxido (Puntarulo y col., 1991), por lo que 
es posible suponer que la continuación del proceso de germinación dará lugar a un 
incremento importante en la actividad SOD, al menos en las semillas no envejecidas. 
Si comparamos estos resultados expresados por gramo de semilla no se observan 
diferencias significativas entre los dos tipos considerados (SP y SG), lo que podría señalar 
una cierta uniformidad en la distribución de esta enzima entre el eje embrionario y los 
cotiledones. En cambio, si comparamos los resultados expresados por unidad de semilla, 
se obtienen valores más elevados en las semillas de mayor tamaño. Sin embargo, la 
actividad SOD (U/g de semilla) de SP y SG hidratadas presenta diferencias muy 
significativas (P<O,Ol), ya que se obtuvieron valores de actividad inferiores en las SG. 
Esta menor actividad podría estar relacionada con la posible actuación paralela de los 
lípidos de reserva, que podrían atenuar, al menos parcialmente, la acción de las especies 
activas de oxígeno. 
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5.6.2. Evaluación de la actividad catalasa 
En nuestro material biológico, la actividad CAT no se modifica durante la 
rehidratación de las semillas no tratadas, SP y SG, ni en las SP sometidas a la técnica de 
envejecimiento artificial (Fig. 40). Sin embargo, las SG envejecidas presentan un descenso 
de la actividad CAT, que podría estar relacionado con los mecanismos bioquímicos que 
se producen durante el proceso germinativo. En este sentido, Puntarulo y col. (1991) han 
observado, en embriones de soja, que la actividad CAT sólo se modifica durante las fases 
II y 111 de la germinación. Precisamente, la movilización de las reservas lipídicas en las 
semillas oleaginosas se considera como un proceso post-germinativo que se produce en 
los tejidos de reserva y aporta energía al embrión. Sin embargo, los estudios realizados 
en las semillas de girasol (Raymond y col., 1992) demuestran que existe B-oxidación en 
las semillas hidratadas durante 4 horas, que se encuentran en la fase pregerminativa, 
anterior a la emergencia de la radícula. Durante la primera etapa de la B-oxidación se 
produce peróxido de hidrógeno, cuyos efectos tóxicos -ya comentados- hacen indispensable 
su eliminación. El hecho de que la actividad CAT disminuya en las SG envejecidas (7 y 
1 t días) e hidratadas (Fig. 40), podría estar relacionado con el retraso en la puesta en 
marcha de los mecanismos bioquímicos responsables del proceso germinativo, como cabe 
deducir del aumento del tiempo medio de germinación (Fig. 15). El proceso 
principalmente implicado en esta disminución es la B-oxidación. Si en las semillas 
envejecidas esta ruta metabólica resulta afectada, cabría esperar una menor producción de 
peróxido de hidrógeno y. en consecuencia, una menor actividad CAT. Asimismo, en la 
formación de peróxido de hidrógeno durante la germinación contribuye en gran medida la 
enzima SOD, que de esta forma permite la eliminación de los aniones superóxido 
generados durante la respiración. Según los resultados observados en nuestro material 
biológico, la destoxificación del peróxido de hidrógeno en esta fase pregerminativa recae 
básicamente en la enzima CAT, ya que la actividad de la enzima ascorbato peroxidasa se 
detecta a partir de las 24 horas de imbibición (Pérez Otaola y col., 1994). 
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5.6.3. Evaluación de la funcionalidad del ciclo ascorbato-glutation 
5.6.3.1. Niveles de los ácidos ascórbico y dehidroascórbico, y 
actividades enzimáticas relacionadas 
Los resultados obtenidos revelan la ausencia de cantidades apreciables de estos 
compuestos en las semillas en estado seco, así como en las sometidas a cortos períodos de 
imbibición. Estos resultados concuerdan con los presentados por Pukacka (1991) en 
semillas de Acer plutanoides, por Fontaine y col. (1994) en semillas de Hordeum vulgare 
y por Arrigoni y col. (1992) en semillas de Vicia faba, quienes describen el acusado 
descenso de los niveles de AA y DHA durante la maduración, que llegan a ser mínimos, 
e incluso indetectables, en las semillas totalmente desarrolladas. 
Por otra parte, el estudio de las enzimas relacionadas con la actividad antioxidante 
del ácido ascórbico (Apox, MDred, DHred y GSSGred) sólo dio resultados positivos en 
el caso de la GSSGred, la cual se comenta adecuadamente en el apartado relativo al 
glutation. La ausencia de estas enzimas en la semilla en estado seco concuerda con los 
resultados presentados por Klapheck y col., (1990) en semillas de Ricinos communis y 
Cakmak y col., (1993) en semillas de trigo, en las cuales sólo se detectaba actividad 
DHred y GSSGred. En nuestro material se detectó cierta actividad residual de DHred, 
difícilmente cuantificable. Por otra parte, los estudios realizados por nuestro equipo de 
investigación (Pérez Otaola y col., 1994) sobre el desarrollo del ciclo del ascorbato- 
glutation en las semillas de girasol durante el proceso de germinación, apuntan que la 
expresión de estas enzimas, salvo el caso de la DHred y GSSGred, tiene lugar entre las 
24 y 48 horas del comienzo de la imbibición. 
La ausencia de ácido ascórbico en las semillas secas de girasol estaría compensada 
con los elevados niveles de glutation (Figs. 41 y 42), que actuarían como principal 
antioxidante no enzimático de la fracción soluble celular, tanto en la semilla en estado seco 
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como en la fase pregerminativa. El desarrollo posterior de las enzimas relacionadas con 
el ácido ascórbico, implicadas fundamentalmente en la destoxificación del H,O,, permite 
suponer que durante la primera fase de la germinación (4 y 12 horas de imbibición), el 
mecanismo de eliminación del peróxido de hidrógeno reside fundamentalmente en la 
actividad de la catalasa. 
5.6.3.2. Niveles de glutation y glutation reductasa 
De acuerdo con los resultados descritos se puede indicar que: 
a) Los niveles de glutation detectados en las SP difieren significativamente de los 
detectados en las SG (Tabla 59). El envejecimiento acelerado produce una 
disminución importante de los niveles de glutation total de las SP (Fig. 41A), 
mientras que no afecta significativamente a dicha cantidad en las SG (Fig. 42A). 
En ambos tipos de semilla, el tratamiento altera la distribución GSH:GSSG, 
favoreciendo el desplazamiento hacia la forma GSSG, que se manifiesta en un 
incremento de la tasa de oxidación (Figs. 43A, 44A, 45A y 46A). 
b) En ambos tipos de semillas, el eje embrionario presenta mayor concentración de 
glutation que los cotiledones (Tabla 64). La alteración de los niveles de glutation 
por efecto del envejecimiento artificial tiene lugar en ambos componentes de la 
semilla. Los ejes embrionarios de las SP y las SG sometidas al proceso de 
envejecimiento artificial presentan un descenso similar en la cantidad de glutation, 
mientras que la disminución de los niveles de glutation detectados durante el 
envejecimiento de las semillas se debe fundamentalmente a la alteración de este 
compuesto en los cotiledones. 
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cl Las semillas hidratadas (4 y 12 horas) incrementan de forma significativa sus 
niveles de glutation (Figs. 41B y 42B), desplazándose la distribución de este 
compuesto hacia la forma reducida (Figs. 43B y 45B), lo cual se manifiesta en un 
descenso muy acusado de la tasa de oxidación en comparación con la detectada en 
las semillas en estado seco. Las semillas envejecidas y posteriormente rehidratadas, 
aunque incrementan su contenido en glutation, alcanzan concentraciones inferiores 
de este compuesto, y el desplazamiento hacia la forma GSH es menos acusado, lo 
que da lugar a un incremento lineal (Figs. 44B y 46B) de la tasa de oxidación en 
función del tiempo de envejecimiento artificial. 
d) La actividad GSSGred de las semillas en estado seco (Fig. 47) se mantiene, con 
ligeras variaciones, durante el período de envejecimiento. El proceso de 
rehidratación afecta de manera muy significativa a la actividad GSSGred detectada 
en las SP. 
El descenso de glutation total, observado en las SP (Fig. 41A), se debe 
fundamentalmente a la disminución de la cantidad de GSH presente en los tejidos. Esta 
disminución supone que durante el envejecimiento tienen lugar una serie de reacciones que 
implican al GSH, además de los procesos de autooxidación que generan GSSG. Una de 
estas reacciones podría ser la formación de compuestos del tipo disulfuros mixtos (GS- 
proteínas), como han postulado diversos autores (Butt y Ohlrogge, 1991; Kranner y Grill, 
1993). Los disulfuros mixtos son compuestos estables, es decir, no sufren posteriores 
oxidaciones y son ademas fácilmente reversibles cuando las células, una vez hidratadas, 
son capaces de regenerar el poder reductor. Estos disulfuros mixtos, que en condiciones 
normales se producen en muy pequeña cantidad, podrían actuar protegiendo los grupos 
-SH de las proteínas evitando así su oxidación irreversible en condiciones de estrés 
oxidativo. Por otra parte, la ausencia de alteraciones significativas en los niveles de 
glutation total de las SG (Fig. 42A) podría, en principio, indicar que estas semillas 
presentan mayor resistencia al estrés oxidativo que las SP, lo cual, sin embargo, no se 
corresponde con los valores de viabilidad obtenidos en los ensayos de germinación 
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(Fig. 16). No obstante, si observamos la distribución del glutation total en GSH:GSSG 
(Figs. 43A y 45A) y, en consecuencia, la tasa de oxidación, de SP (Fig. 44A) y SG (Fig. 
46A) no envejecidas, se detecta una diferencia importante, ya que para las primeras los 
niveles de GSSG son muy inferiores a los de GSH, es decir, las células se encuentran en 
un ambiente reductor, mientras que las SG presentan inicialmente niveles de GSSG muy 
altos, superiores a los de GSH, lo que explicaría que la tasa de oxidación no se modifique 
de forma tan acusada durante el envejecimiento. En cualquier caso, la evolución de los 
niveles de glutation en las semillas (SP y SG) en estado seco y su distribución en las 
fracciones GSH:GSSG pone de manifiesto que el envejecimiento produce una lenta 
conversión de GSH en GSSG variando las proporciones relativas de estos compuestos. 
El análisis de los componentes estructurales de la semilla (Tabla 64), a excepción 
del pericarpio, revela la importancia del glutation en el eje embrionario, donde se 
encuentra a una elevada concentración. Asimismo, se puede resaltar que la diferente 
evolución de los niveles de glutation en respuesta al envejecimiento que se observa entre 
las SP y SG, se debe fundamentalmente a los cotiledones. Los ejes embrionarios de SP y 
SG sufren una disminución semejante de su contenido en glutation, hasta alcanzar un 46 
y 45 % del nivel inicial, respectivamente, y un incremento importante en GSSG (64 y 
20 % , respectivamente). Por el contrario, los cotiledones de las SP sufren una alteración 
en su contenido en glutation de forma mucho más acusada que la observada en los 
cotiledones de las SG. Paralelamente. los cotiledones de SG no presentan un incremento 
apreciable de GSSG, mientras que el contenido de este compuesto aumenta en un 52 % 
en los cotiledones de las SP. Las causas de esta diferente respuesta al envejecimiento 
pueden atribuirse a la acción de los lípidos de reserva, muy abundantes en SG, que podrían 
actuar como captadores de radicales libres, según han apuntado Gidrol y col. (1989) en 
semillas de girasol. 
Todos estos resultados indicarían que las semillas en estado seco (SP y SG) 
presentan unos niveles de glutation que se van consumiendo, a medida que se prolonga el 
envejecimiento, en las reacciones de protección frente a los distintos agentes que aceleran 
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el proceso de deterioro (radicales libres, especies activas de oxígeno). La baja actividad 
metabólica de las semillas en estado seco impide restaurar los niveles de antioxidantes por 
procesos de nueva síntesis, por lo que durante el envejecimiento prolongado dichos niveles 
pueden llegar a ser insuficientes para contrarrestar la acción de los radicales libres, lo cual 
daría lugar a la pérdida de viabilidad de las semillas y a la aparición de plántulas 
anormales. 
La rehidratación de las semillas (Figs. 41B y 42B), se traduce en todos los casos 
en un incremento muy acusado de los niveles de glutation total. Sin embargo, la capacidad 
de las semillas envejecidas para restablecer los elevados niveles de glutation necesarios 
para el correcto funcionamiento celular, varía de forma importante en función del tiempo 
de tratamiento, ya que sólo las semillas sometidas a cortos períodos de envejecimiento son 
capaces de alcanzar niveles de glutation próximos a los detectados en semillas no 
envejecidas. Este restablecimiento de los niveles adecuados de glutation total podría ser 
indicativo de la posible reducción de los disulfuros mixtos formados durante el 
envejecimiento, así como de la correcta activación de los mecanismos biosintéticos que 
tiene lugar durante la rehidratación de las semillas. En relación con este último aspecto, 
cabe señalar que las enzimas responsables de la biosíntesis de glutation (y-glutamilcisteína 
sintetasa y glutation sintetasa) requieren ATP para su actuación. Sin embargo, la carga 
energética de las semillas envejecidas esta disminuida (Priestley, 1986), lo que podría 
contribuir a la menor capacidad para la síntesis de glutation durante la rehidratación de las 
semillas envejecidas, lo cual no excluye otras alteraciones de estos mecanismos 
biosintéticos. 
No obstante, algunos autores (Fahey y col., 1980) no han observado incrementos 
en los niveles de glutation total en las semillas de trigo sometidas a rehidratación, sino, 
por el contrario, han detectado un descenso importante en GSH en las semillas hidratadas 
respecto a su contenido en semillas en estado seco, que han atribuido a la utilización del 
GSH como reservorio de cisteína, necesaria para la síntesis proteica. Sin embargo, la 
importancia del GSH en el metabolismo celular, como antioxidante en reacciones 
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enzimáticas y no enzimáticas, destoxificante de herbicidas y xenobióticos y cofactor de 
numerosas reacciones enzimáticas, permite suponer que la utilización de GSH como 
reservorio de cisteína sólo tendría lugar cuando se mantuvieran condiciones de estricto 
déficit de azufre. 
La distribución de glutation total en sus formas GSH y GSSG (Figs. 43B y 45B) 
en las semillas hidratadas esta en todos los casos desplazada hacia la forma reducida, lo 
cual pone de manifiesto la actividad y funcionalidad de la enzima GSSGred. Resultados 
similares han sido observados por de Vos y col. (1994) y Kranner y Grill (1993) en 
semillas de otras especies. El hecho de que la tasa de oxidación (Figs. 44B y 46B) 
aumente linealmente en función del tiempo de envejecimiento revela el daño producido, 
que podría afectar tamo a los mecanismos biosintéticos como a la actividad de la enzima 
GSSGred, más evidente en SG. 
La actividad GSSGred se mantiene durante el envejecimiento, aunque presenta 
diferencias significativas en los períodos más prolongados de tratamiento (Fig. 47). Sin 
embargo, el incremento progresivo de GSSG (Figs. 43A y 45A) que se observa durante 
el envejecimiento, parece indicar que la capacidad de actuación de la GSSGred esta muy 
limitada en las condiciones de baja humedad (6 % p.s.) que mantienen las semillas en 
estado seco. La actividad GSSGred en las semillas rehidratadas (Fig. 47) esta 
incrementada respecto de la actividad detectada en semilla seca, por lo que los niveles de 
GSSG se reducen drásticamente durante la rehidratación. 
Los resultados obtenidos sugieren que la presencia de esta enzima en semilla seca 
permite su rápida actuación al comienzo de la imbibición. La actividad GSSGred 
desempeña, por tanto, un papel fundamental en el proceso de germinación, ya que 
contribuye al aumento del poder reductor por formación de GSH, necesario en numerosos 
procesos metabólicos (de Paula y col., 1991~; Rauser y col., 1991) y paralelamente 
disminuye la cantidad de GSSG. La relación GSSG/GSH debe ser necesariamente baja para 
permitir la síntesis proteica (Fahey y col., 1980; Rennenberg, 1982) ya que el GSSG puede 
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actuar sobre uno de 10s factores de iniciación de la traslación inhibiendo la síntesis de 
proteínas (Kan y col., 1988). Algunos autores (Schmidt y Kurnet, 1986) han observado 
que el aumento de la relación GSSG/GSH esta directamente relacionado con el incremento 
de la actividad GSSGred, posiblemente por un mecanismo de activación mediado por 
GSSG. La elevada relación GSSG/GSH observada en las semillas envejecidas de girasol 
(Figs. 44A y 46A) viene también acompañada por un incremento importante de la 
actividad GSSGred en el momento de la hidratación. 
Por otra parte, los niveles de glutation reducido de las semillas envejecidas (SP 
y SG) y posteriormente rehidratadas muestran una alta correlación con la viabilidad (Fig. 
52), lo que pone de manifiesto la importancia del mantenimiento de un ambiente reductor 
intracelular que permita el normal funcionamiento de la semilla y el posterior desarrollo 
de la plántula. De acuerdo con esta idea, cabría esperar que la toxicidad del GSSG pudiera 
contribuir, al menos parcialmente, a la aparición de plántulas anormales y semillas 
muertas, como parece reflejar la correlación existente entre estos parámetros y los niveles 
de este compuesto en SG, a las 12 horas de imbibición, (r=0,7887*** y r=0,8677***) 
y en las SP hidratadas durante 4 horas (r=0,7150*** y r=O,8316***). 
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Figura 52. Correlación entre los niveles de glutation total (círculos negros) 
y GSH (círculos blancos) con la viabilidad expresada como porcentaje de 
germinación normalizado, para las semillas de girasol CV. Peredovik, SP (A) 
y SG (BI, sometidas a envejecimiento artificial (43OC, 75 % HR) durante 1, 
3, 5, 7 y ll días. 
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5.7. Relaciones entre parámetros fisiológicos y bioquímicos en las 
semillas de girasol artificialmente envejecidas 
La pérdida de viabilidad es el síntoma más evidente que se observa en semillas 
envejecidas y/o deterioradas. Este efecto se ha asociado con diversas alteraciones de los 
componentes celulares, entre las que se incluyen los daños en las membranas, que juegan 
un importante papel en la compartimentación de las células (de Paula y col., 1993; 
Fernández García de Castro y Martínez-Honduvilla, 1984; Torres y Martinez-Honduvilla, 
1990; Torres y col., 1991), y que pueden deteriorarse por las modificaciones de sus dos 
principales constituyentes, los fosfolípidos y las proteínas. Una de las ideas más aceptadas 
para explicar las alteraciones de las membranas producidas por el envejecimiento, 
concierne a los productos de la reducción del oxígeno y moléculas relacionadas (radicales 
libres), que afectarían principalmente a los fosfolípidos vía peroxidación (Priestley, 1986), 
sin excluir otros posibles mecanismos, como se ha descrito en plantas sometidas a diversas 
condiciones adversas (Levitt, 1980), que conllevan modificaciones de las proteínas 
estructurales de las membranas. Entre estas modificaciones, la más perjudicial implica la 
formación de puentes disulfuro entre las proteínas adyacentes. Ante la toxicidad de estos 
compuestos y dado que su formación es inherente al metabolismo celular, las células 
disponen de mecanismos eficaces de defensa capaces de prevenir, paliar y/o eliminar su 
producción masiva, por la acción de diversas enzimas y sustancias de carácter antioxidante. 
Sin embargo, es el estado fisiológico de la semilla el que determina la diferente actividad 
de los sistemas antioxidantes presentes en las células. Las semillas en estado seco 
presentan niveles de humedad muy bajos, que limitan su actividad metabólica y, en 
consecuencia, los mecanismos de defensa se basan en el mantenimiento de una reserva de 
antioxidantes no enzimáticos lo suficientemente alta como para poder contrarrestar la 
acción de los radicales libres, y evitar la oxidación irreversible de los distintos grupos 
funcionales. Se trata, por tanto, de un mecanismo de protección pasivo, ya que la 
desaparición de los compuestos antioxidantes no puede ser compensada por la síntesis de 
otros nuevos y desemboca de forma irremediable en la alteración de las estructuras vitales 
de la célula. La rehidratación de las semillas permite la restauración de un metabolismo 
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activo y la actuación de los sistemas enzimáticos encargados de eliminar a los agentes 
tóxicos. Por lo tanto, los mecanismos de defensa operan en dos sentidos: 1) mediante la 
eliminación no enzimática de los radicales libres por acción de sustancias antioxidantes que 
se mantienen en niveles elevados por medio de enzimas específicas o por procesos de 
nueva síntesis, y 2) por la acción de enzimas capaces de catalizar la eliminación 
sistemática de los agentes tóxicos. 
El estudio de los mecanismos antioxidantes analizados en la semilla de girasol en 
estado seco revela que el glutation es probablemente el principal agente antioxidante de la 
fracción soluble, ya que no se detectaron niveles apreciables de ácido ascórbico ni de su 
producto de oxidación, el ácido dehidroascórbico. Por otra parte, también se observaron 
niveles elevados de enzimas como la GSSGred, encargada del mantenimiento del glutation 
en estado reducido, y las enzimas relacionadas con la eliminación de las especies tóxicas 
de oxígeno, SOD y CAT. Como se ha discutido anteriormente, la actividad de estas 
enzimas está muy limitada en condiciones de bajo contenido de humedad, lo que permite 
suponer que su presencia en las semillas en estado seco esta encaminada a su inmediata 
actuación cuando los niveles de humedad sean lo suficientemente elevados. En este 
sentido, la alteración de las actividades GSSGred y SOD durante el envejecimiento podría 
afectar a la viabilidad de las semillas, como refleja la correlación existente entre estos 
parámetros (Tablas 76, 77, 78 y 79). 
El envejecimiento de las semillas de menor tamaño se detecta por un incremento 
importante de la tasa de oxidación, medida como la relación GSSG/GSH, y por un 
descenso de los niveles de glutation total. Este efecto no es tan evidente en las semillas de 
mayor tamaño, debido probablemente a la colaboración de los lípidos de reserva como 
captadores de radicales libres. En este sentido, los lípidos podrían ejercer su acción 
protectora mediante diversas reacciones que implicarían cambios tanto cualitativos como 
cuantitativos de estos compuestos, dado que el índice de peroxidación, determinado por 
la cantidad de MDA, es inferior en las SG. Sin embargo, el descenso de la viabilidad de 
las SP se hace patente sólo a partir del día 7 de envejecimiento, cuando precisamente los 
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niveles de antioxidantes se encuentran muy por debajo de los observados en las semillas 
no envejecidas, mientras que la alta tasa de oxidación inicial de las SG hace que éstas sean 
menos tolerantes a las condiciones adversas experimentalmente aplicadas, lo cual se 
manifiesta en la pérdida de viabilidad a partir del tercer día de tratamiento. 
La rehidratación de las semillas durante la fase pregerminativa permite la 
restauración de los niveles de glutation, no sólo por la reducción de sus productos de 
oxidación, sino también por la puesta. a punto de los procesos biosintéticos. Además, 
durante esta fase tiene lugar la iniciación del metabolismo respiratorio y la movilización 
de reservas, que a su vez originan nuevas especies tóxicas, eliminadas por la acción de las 
enzimas SOD y CAT. La ausencia de Apox durante esta primera fase de la germinación 
hace que la actividad CAT sea la única responsable de la eliminación enzimática del 
peróxido de hidrógeno, aunque en etapas posteriores de la germinación de la semilla de 
girasol podrían ponerse apunto otros sistemas de destoxificación, que implican la completa 
funcionalidad del ciclo del ascorbato-glutation (Pérez-Otaola y col., 1994). Este aumento 
de los niveles de GSH produce una notable disminución de las tasa de oxidación en las 
semillas rehidratadas. Consecuentemente, la activación de este sistema genera un ambiente 
reductor que favorece el normal funcionamiento celular. En esta situación, la capacidad 
de las células para reparar los daños producidos por el envejecimiento estaría 
incrementada, lo que explica el mantenimiento de la viabilidad de las semillas, como se 
pone de manifiesto por las relaciones existentes entre este parámetro y los niveles de GSH 
(Tablas 76. 79, Fig. 52). Cabe señalar además, que las correlaciones existentes entre la 
tasa de oxidación y las magnitudes que miden las alteraciones de membrana, como son la 
ICE de los exudados procedentes de las semillas libres de pericarpio y el contenido de 
fósforo determinado a las 24 horas en el medio de imbibición (Tablas 76.79), contribuyen 
a reforzar esta hipótesis. Por tanto, la rehidratación de las semillas envejecidas pone de 
manifiesto que la capacidad para contrarrestar los efectos del envejecimiento sólo es 
posible cuando las alteraciones metabólicas no son muy drásticas. Es decir, las semillas 
envejecidas que mantienen niveles adecuados de enzimas y sustancias antioxidantes, son 
capaces de conservar su viabilidad. 
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Por último, la interpretación de los resultados obtenidos que se apoya en las 
interrelaciones de los distintos parámetros fisiológicos y bioquímicos (Tablas 76.79), se 
concreta gráficamente en la Figura 53. 
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TABLA 76 Matriz de correlación entre los ‘parámetros fisiológicos y  bioquímicos analizados en las semillas (SP) CV. Peredovik sometidas a envejecimiento artificial. 
G ( N ~ A M i TM= i Pm A,<# ICE2,sp(lCE~,spl Mm j GSSGred !G,or.r 4h’ 0550 4h ) GSH 4h’ 7.0. m 1 GSSGredlh 
7~ -~-- 
*Nomenclatura de 10s parámetros, definida en la lista de abreviaturas. 

TABLA 70. Matriz de correlación entre los ‘parámetros fisiológicos y bioquímicos analizados en las semillas (SG) de girasol CV. Peredovik, sometidas a envejecimiento artificial. 
TABLA 79. Matriz de significación de los coeficientes de correlación sefíalados en la Tabla 78. P<O,OOl (“*); P<O,Ol (“); P<O,O5 (*) y  diferencias no significativas (NS) 


6. CONCLUSIONES 
l.- El envejecimiento artificial produce una pérdida progresiva de la viabilidad de las 
semillas de girasol CV. Peredovik, que se manifiesta por un descenso de la 
capacidad germinativa y un aumento del número de plántulas anormales y semillas 
muertas. El efecto del envejecimiento artificial es más evidente en las semillas de 
mayor tamaño, que presentan una menor tolerancia a las condiciones adversas de 
humedad y temperatura, mostrando, además, mayores alteraciones en los 
parámetros de vigor. 
2.- Los ensayos de liberación de solutos reflejan la existencia de alteraciones en las 
membranas de las semillas artificialmente envejecidas, que se ponen de manifiesto 
por la salida masiva de compuestos orgánicos e iones, medida mediante la 
determinación de la absorbancia a 280 nm y del fósforo presente en los exudados 
y mediante los ensayos de ICE, a las 24 horas de imbibición. Sin embargo, la 
presencia del pericarpio y su aportación de iones al medio dificulta la interpretación 
de este ensayo y no permite estimar de forma fiable la pérdida de viabilidad 
observada en las semillas envejecidas. Por ello, el análisis de la liberación de iones 
a lo largo de todo el período de imbibición, así como la determinación de la ICE 
en las semillas “sensu stricto” proporcionan una información más rigurosa sobre 
las alteraciones de la permeabilidad de las membranas que se observa en las 
semillas almacenadas en condiciones adversas. 
CONCLUSIONES 
3.- Los resultados de los ensayos de ICE permiten proponer que la liberación de iones 
hasta las 16 horas de imbibición, se ajusta a un modelo de cesión de primer orden, 
que asume que la ICE final es dependiente de la cantidad de iones presentes en la 
semilla completa (pericarpio y semilla propiamente dicha), que se liberan con 
distinta velocidad de cesión. 
4.- La existencia de procesos de peroxidación lipídica, que se pone de manifiesto por 
la presencia de MDA detectada en las semillas en estado seco, podría afectar 
fundamentalmente a los lípidos de reserva. La ausencia de un aumento significativo 
de los niveles de MDA durante el envejecimiento artificial no excluye que la 
alteración observada en las membranas de las semillas envejecidas pueda deberse 
también a la peroxidación de los lípidos que las componen. 
5.. El envejecimiento artificial afecta a los sistemas antioxidantes analizados, alterando 
tanto las enzimas como las sustancias antioxidantes de la fracción soluble celular. 
Sin embargo, la capacidad de actuación de estos sistemas depende del estado 
fisiológico de la semilla. En su estado seco, los mecanismos de defensa celulares 
frente a los ambientes adversos se basan en el mantenimiento de una reserva de 
antioxidantes no enzimáticos que, en el caso del girasol, esta constituida 
principalmente por glutation, localizado mayoritariamente en el eje embrionario. 
Con la rehidratación, se alcanza el contenido hídrico necesario para reactivar el 
metabolismo de la semilla, lo cual permite que las enzimas implicadas en los 
procesos de destoxificación ejerzan su actividad. En la semilla rehidratada se 
observa la restauración de los niveles de glutation, generándose un ambiente 
reductor que favorece la reparación de los daños producidos por el envejecimiento, 
lo que se traduce en el mantenimiento de la viabilidad, siempre que las alteraciones 
metabólicas no sean excesivamente severas. 
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Las semillas de girasol CV. Peredovik presentan diferente sensibilidad a las 
condiciones de envejecimiento artificial en función de su tamaño, lo que podría 
estar relacionado con la actuación de los lípidos de reserva. De acuerdo con esta 
idea, en las SG, los lípidos de reserva ejercerían una acción protectora frente a los 
agentes tóxicos, a expensas de su alteración cuantitativa o cualitativa, difícilmente 
reversible, lo cual podría influir en el proceso de movilización de reservas, 
necesario para la culminación de la etapa germinativa. Por su parte, las semillas 
de menor tamaño, con menor cantidad de lípidos de reserva, utilizan el glutation 
como principal mecanismo antioxidante de la fracción soluble. La oxidación del 
glutation se revierte durante la fase pregerminativa por la acción de la glutation 
reductasa y. en consecuencia, existe una recuperación más rápida de la completa 
funcionalidad celular. 
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